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(57) Abstract: A method for quan- 
titative evaluation of a rearrangement 
or targeted genetic recombination 
of an individual and the immunity 
repertoire of an individual and the 
uses thereof, particularly in the case 
of follow-up to a treatment or in 
the diagnosis and/or prognosis of 
certain pathologies. Said method 
comprises at least: (a) extraction 
of human genomic DNA from a 
biological sample, (b) amplification 
of a segment of said genomic DNA, 
the size thereof ranging from a few 
hundreds of base pairs and several 
quantities of ten kb by multiplex PCR 
in the presence of: one or several 
couples of primers, and polymerase 
DNA or a polymerase DNA mixture 
enabling the amplification of 
segments of genomic DNA, the 
size thereof ranging from several 
hundreds of base pairs and several 
quantities of ten kb, having a 
corrective effect enabling elongation 
to be substantially improved, said 
amplification also comprising a stage 
of initial denaturation, cycles of 

denaturation, hybridation and elongation and wherein the elongation stages are carried out at least during a period of 10 minutes at 
68 °C-72 °C; (c) separation of the amplified DNAg fragments and (d) detection of the rearranged or recombined segments. 
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(57) Abrege : Procede devaluation quantitative d'un rearrangement ou d'une recombinaison genetique ciblee d'un individu et no- 
tamment du repertoire immunitaire d'un individu et ses applications, notamment dans le suivi d'un traitement ou dans le diagnostic 
et/ou le pronostic de certaines pathologies. Ledit procede comprend au moins : (a) l'extraction de l'ADN genomique humain, a partir 
d'un echantillon biologique, (b) 1 'amplification d'un segment dudit ADN genomique, de taille comprise entre quelques centaines de 
paires de bases et plusieurs dizaines de kb, par PCR multiplex, en presence : d'un ou plusieurs couples d'amorces, et d'une ADN 
polymerase ou d'un melange d'ADN polymerases permettant 1 'amplification de segments d'ADN genomique de taille comprise entre 
quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb et ayant une activite de correction permettant d'ameliorer sensi- 
blement l'elongation ; ladite amplification comprenant outre l'etape de denaturation initiale, des cycles des cycles de denaturation, 
d'hybridation et d'elongation et, dans lesquels les etapes d'elongation sont effectuees au moins pendant 10 minutes a 68°C-72°C ; (c) 
la separation des fragments d'ADNg amplifies et (d) la detection des segments rearranges ou recombines. 
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PROCEDE DEVALUATION QUANTITATIVE D'UN REARRANGEMENT 
OU D'UNE RECOMBINAISON GENETIQUE CIBLEE D'UN INDIVIDU ET 
SES APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un procede d' evaluation quanti- 
tative d'un rearrangement ou d'une recombinaison genetique ciblee d'un individu et 
notamment du repertoire immunitaire d'un individu et ses applications, notamment 
dans le suivi d'un traitement ou dans le diagnostic et/ou le pronostic de certaines 
pathologies. 

Les lymphocytes T et B jouent un role preponderant dans 
l 5 adaptation de la reponse immunitaire. lis sont capables de reconnaitre un grand 
nombre d'antigenes, a 1'aide de deux groupes de recepteurs specifiques : les recep- 
teurs des cellules T (TCR ou T-cell receptors) et les immunoglobulines (Ig). Les TCRs 
sont stimules par les antigenes, sous la forme de peptides lies aux molecules du CMH 
de classe I ou de classe II et presentes aux dits TCRs par les cellules presentatrices des 
antigenes (1, 2). 

Chaque TCR (specifique d'un antigene) est exprime a la surface des 
cellules T et est constitue de deux heterodimeres lies a la membrane et associe au 
complexe CD3 ; ces heterodimeres sont composes de deux chaines polypeptidiques 
a (3 ou y5 (3), liees entre elles par un pont disulfure ; chaque chaine comprend un 
domaine variable (V) et un domaine constant (C). Les domaines a et p ou y et 8 des 
regions variables forment la zone de liaison a V antigene (4, 5). Les domaines de 
reconnaissance de 1' antigene des TCRs sont generes dans les lymphocytes T au cours 
de leur differenciation, essentiellement suite a des reactions de recombinaison 
somatiques ADN-site specifique, denommees recombinaisons V(D)J (9, 1 0), Pendant 
le developpement des cellules T 5 les chaines oc 5 p, y et 5 des TCRs sont assemblies 
suite au rearrangement de leurs genes idoines, independamment des differents loci 
(TCRAD, TCRB 3 TCRG). Chez l'Homme, les genes des TCRs sont localises sur les 
chromosomes 7 et 14 : les genes codant pour la chaine TCRD sont localises dans le 
locus de la chaine TCRA sur le chromosome 14q 11-12, alors que les genes codant 
pour les chaines TCRB et TCRG sont localises sur le chromosome 7, respectivement 
aux positions 7q32~35 et 7pl5. Ces quatre loci codent pour les domaines constants et 
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variables des quatre chames. Les domaines V, dans la chaine TCRA sont assembles, a 
partir de segments de genes V et J. 

Ainsi, 1' ensemble des lymphocytes T definissent un repertoire 
immunitaire, qui constitue le registre des differentes formes des recepteurs et de leur 
5 specificite antigenique. Le repertoire se base sur la grande diversite des structures des 
recepteurs des antigenes. Pour generer cette diversite, les lymphocytes sont dotes de 
plusieurs mecanismes dont le principal est la recombinaison V(D)J. Brievement, les 
genes codant pour les recepteurs des antigenes sont discontinus au niveau du genome 
des cellules de l'organisme de telle sorte que ces genes sont inactifs. On distingue 
10 plusieurs segments de genes : 

a) la region constante (C), qui est commune a tous les recepteurs 
d'une famille, quelle que soit leur specificite, 

b) la region variable (V), dont le nombre varie suivant la chaine 
TCR consideree, de quelques genes a plusieurs centaines, 

15 c) la region de jonction (J), qui est un gene intermediate entre 

V et C, dont le nombre varie de 1 a plusieurs dizaines, suivant la chame TCR conside- 
ree et enfm, 

d) la region de diversite (D), qui est un petit gene de quelques 
nucleotides presents seulement dans les chaines p et 5 des TCR et qui s'intercale entre 
20 V et J. 

Le processus de rearrangement met en oeuvre un complexe enzyma- 
tique (la recombinase V(D)J) (14), qui cible specifiquement les sequences signal de 
recombinaison (RSS ou recombination signal sequence) flanquant les sequences 
codant les segments de genes disperses V et J. 

25 De maniere plus precise, les composants principaux de la recombi- 

nase sont les produits de deux genes d'activation de la recombinaison RAG-1 et RAG- 
2 (15, 16). Les proteines RAG-1 et RAG-2 se lient a des motifs nucleotidiques 
conserves, denommes sequences signal de recombinaison (RSS), qui flanquent chaque 
geneV,Det J (17, 18). 

30 La RSS consensus consiste en une sequence heptamerique, directe- 

ment adjacente a T element codant et en une sequence nonamerique separee par un 
bras espaceur comprenant 12 ou 23 nucleotides relativement non conserves. Les sites 
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de jonction sont determines par les RSS et la preference averee pour la recombinaison 
entre une RSS avec un bras espaceur de 12 nucleotides avec une RSS avec'un bras 
espaceur de 23 nucleotides assure une recombinaison V(D)J entre deux segments de 
type differents (Va et Ja, par exemple) (19, 20). 
5 De maniere plus generale, la recombinaison V(D)J comprend un 

ensemble de reactions enzymatiques incluant des coupures specifiques, des activites 
d'exonuclease et de polymerase et des ligatures d'ADN, qui conduit a la formation 
d'une entite genique fonctionnelle par lymphocyte. Ce gene fonctionnel est constitue 
de la region C et d'une combinaison d'un V et d'un J (et optionnellement D) 5 qui 
10 constitue la marque d'identite moleculaire du lymphocyte et la base moleculaire de la 
specificite du recepteur antigenique. 

Les lymphocytes disposent ainsi d'un mecanisme sophistique pour 
generer un repertoire TCR diversifie. 

En plus du processus de recombinaison (diversite combinatoire), on 
15 observe egalement des deletions ou des insertions au niveau des jonctions V-J ou V- 
DJ (9, 21). Ces differents mecanismes permettent d'augmenter la diversite du reper- 
toire TCR et done le nombre d'antigenes reconnus. Ce dernier mecanisme n'est pas 
code, mais augmente considerablement le repertoire TCR. 

Un autre facteur de diversification est le couplage des chaines a et p 
20 (ou y et 8) (22) pour former 1'heterodimere TCR. 

La plupart des lymphocytes T exprime un TCRocp clonotypique qui 
est compose d'un heterodimere ocp lie a la membrane. 

Chaque chaine contient un domaine constant et un domaine variable, 
ce dernier etant responsable de la reconnaissance CMH-peptide, qui a lieu de maniere 
25 toujours similaire par interaction avec les boucles CDR (complementary-determining 
region) des domaines V. 

Plusieurs geometries peuvent etre observees, dependant de la 
composition des domaines V et du complexe CMH-peptide reconnu. Par exemple, il a 
ete montre que le TCR est positionne dans une orientation diagonale au dessus de la 
30 face du complexe peptide-CMH avec les boucles CDR1 et CDR2 de la chaine TCRcc 
positionnees au dessus de la moitie N-terminale du peptide et les regions corres- 
pondantes du TCRp etant positionnees au niveau de la moitie C-terminale dudit 
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peptide. Un certain nombre des interactions de CDR1 et CDR2 se font avec les residus 
du CMH. 

Les boucles les plus variables du TCR, a savoir les boucles CDR3 
des chaines TCRa et TCRp sont positionnees centralement et sont en contact de 
5 preference avec le peptide. 

Ainsi, la diversite potentielle des TCRs-ocp generee par recombinai- 
son aleatoire V(D)J a ete estimee a environ 10 15 (2, 23) si n'importe quel gene V se 
rearrange avec n'importe quel gene D et/ou J (2, 23). 

La diversite theorique a ete surestimee a plusieurs niveaux : 
10 - 1'evaluation du repertoire T a ete calculee en faisant l'hypothese 

que n'importe quel gene V peut se rearranger avec n'importe quel gene D et/ou J. 

Cependant, des donnees recentes obtenues a partir de thymus de 
souris ont montre que le nombre de recombinaisons V-Joc est considerablement 
inferieur a celui predit par le modele de rearrangement aleatoire et qu'il existe des 
1 5 associations preferentielles entre les segments Va et Ja en fonction de leur localisa- 
tion sur le locus aboutissant a une utilisation regulee et coordonnee (24). 

- il existe une contrainte dans Fappariement des chaines a et p pour 
former des recepteurs heterodimeres, due a des compatibility de structures entre les 
differentes sous-unites, ce qui limite egalement le repertoire. 
20 - dans le thymus, le repertoire genere est soumis aussi bien a une 

selection positive qu'a une selection negative du fait de l'existence d'interactions avec 
les molecules du CMH, exprimees sur les cellules stromales. Ces selections reduisent 
egalement la taille du repertoire genere, environ d'un facteur 100 et fournissent le 
profil de diversite des cellules T matures. Ces lymphocytes (CD4 + ou CD8 + ) migrent 
25 vers la peripheric ou ils constituent le pool naif de lymphocytes T circulants. 

Le pool de lymphocytes T peripheriques est soumis a des meca- 
nismes homeostatiques complexes qui permettent le maintien du nombre et de la 
fonction des populations de lymphocytes. 

Ceci inclut le controle du taux de production, la division des cellules 
30 matures, le trafic intracellular et la mort cellulaire. 

L'etablissement d'un repertoire T peripherique chez les sujets sains 
ne s'appuie done pas uniquement sur les interactions de chaque cellule T avec ses 
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ligands respectifs mais aussi sur une competition avec les autres sous-populations de 
lymphocytes. 

Ainsi, la taille de la diversite des TCRap peripheriques est difficile a 

determiner. 

5 Des estimations ont recemment ete obtenues par extrapolation a 

partir de mesures moleculaires de la diversite TCR en utilisant Panalyse de la 
longueur du segment CDR3. 

Toutefois, ces analyses concernent principalement la diversite de la 
chaine P en raison de la complexity du locus de la chaine Va. 
10 Le locus humain TCRAD comprend environ 1 000 kb et consiste en 

54 genes Va appartenant a 41 families et 8 pseudogenes, 61 genes Ja incluant 3 
pseudogenes J et un gene unique Ca (25, 26). 

En depit d'un taux eleve d'identite de sequence entre les loci TCR 
humain et de souris, Porganisation des genes V et J n'est que partiellement conservee 
15 entre les deux especes. 

Alors que le nombre de segments de genes J pour les chaines a et (3 
est bien conserve dans les deux especes, il existe des differences significatives dans le 
nombre de segments Va et Vp. 

En particulier, il y a au moins deux fois plus de genes Va chez la 
20 souris que chez l'homme et 1/3 de plus de genes Vp chez Phomme par rapport a la 
souris. 

Pendant P evolution, le locus TCRAD de souris a ete soumis a des 
processus multiples de duplication impliquant de larges portions du locus, tandis que 
chez Phomme la duplication ne s'est produite que dans des parties limitees du locus 
25 TCRAD (26). 

Ces differents processus montrent que les donnees observees chez la 
souris ne sont pas directement transposables chez Phomme. 

L 5 analyse du repertoire immunitaire chez Phomme a ete proposee, a 
des fins diagnostiques. 

30 Par exemple, Hodges E et al. (46) resument le role diagnostic des 

tests devaluation des genes des recepteurs des cellules T (TCR). En particulier, les 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



6 

Auteurs de cet article montrent qu'il est maintenant possible d'etudier la pathogenese 
d'une maladie au niveau genomique. Le rearrangement genique des recepteurs des 
cellules T (TCR) est un evenement important dans Pontogenie des cellules T, qui 
permet aux cellules T de reconnaitre les antigenes de maniere specifique. 
5 La moindre deregulation dans ce processus hautement complexe 

peut entrainer une maladie. 

Cet article fait le point sur les connaissances concernant le meca- 
nisme de rearrangement genique des TCR et decrit les desordres dans lesquels on 
observe des expansions et des proliferations clonales des cellules T. 

10 Les methodes actuellement utilisees pour etudier les differentes 

populations de cellules T, leur role diagnostic et les limitations de ces methodes sont 
egalement exposes dans cet article. 

Le Tableau I de ce document resume les differents genes codant 
pour les chaines du TCR : a(A), P(B), y(G) et 5(D) et montre en parti culier la 

15 complexity du locus TCRAD. Chez les individus normaux, le repertoire TCR est 
stable et polyclonal, alors que des populations clonales sont le signe d'une reponse 
immunitaire specifique contre une pathologie tumorale ou infectieuse. Ainsi, des 
populations clonales et oligoclonales sont observees dans des conditions non 
tumorales, telles que des infections HIV, EBV, des etats particuliers, tels que le sujet 

20 age, P autoimmunity, l'immunodeficience variable commune (CVID) et 
l'immunodeficience combinee severe (SCID), dans laquelle des anomalies des meca- 
nismes intervenant dans la recombinaison des V(D)J ne permettent qu'un nombre 
limite de rearrangements corrects du gene du TCR. Les Auteurs de cet article 
considerent que : 

25 - Pour P etude du phenotype, la cytometric de flux, constitue une 

methode rapide, relativement peu chere d' analyse du repertoire TCR ; en outre une 
telle methode est reproductible et permet une evaluation quantitative de P expression 
de differents genes V dans les differents sous-ensembles de cellules T (cellules CD44- 
et cellules CD8+). 

30 - Pour P etude du genotype, la PCR, qui a largement remplace 

Panalyse en Southern blot est utile, pour les etudes de clonalite, dans la mesure ou la 
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PCR offre un certain nombre d'avantages et notamment la rapidite de realisation et la 
possible utilisation d'une faible quantite d'ADN. 

Plusieurs protocoles de PCR differents peuvent avantageusement 

etre utilises : 

5 1. L' amplification de tous les segments V, en utilisant des amorces 

specifiques de families complementaires a tous les genes TCRV et une amorce situee 
dans la region constante (methode semi-quantitative uniquement) (Demande de Brevet 
fran9ais n° 2 671 356 ; Panzara M.A. et al., Biotechniques, 1992, 12, 5, 728-735 et 
Langerak A.W. et al., Blood, 2001, 98, 1, 165-173. 
10 2. une PCR qui inclut une etape de modification de tous les transcrits 

TCR, de telle sorte qu'ils puissent etre amplifies par un seul oligonucleotide (PCR 
d'ancrage). 

3. une PCR permettant la production de transcrits circulaires par 

ligation. 

1 5 Les deux dernieres methodes exigent, pour etre mises en asuvre, une 

expertise technique de haut niveau (probleme d'utilisation en routine), mais permet- 
tent une analyse quantitative de la population de cellules T et ont deja ete appliquees 
aux etudes de clonalite et a l 5 evaluation du repertoire TCR dans differentes patho- 
logies. 

20 II ressort de cet article que les methodes devaluation de la clonalite, 

en routine doivent de preference repondre aux caracteristiques suivantes : 

- simplicity ; 

- robustesse avec de bons rendements de detection et une bonne 

sensibilite ; 

25 - mise en oeuvre du test sur ADN ; 

- augmentation de la detection et de la sensibilite par utilisation 
d 'amorces selectionnees. 

II ressort egalement de cet article : 

- que Panalyse PCR des genes TCRG repond a ces conditions 
30 (etudes de clonalite en pathologie clinique), en raison du repertoire limite des genes 

TCRG, qui diminue ainsi Ie nombre d'amorces PCR requises. Toutefois, ce choix a 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



8 

Pinconvenient d'entramer des amplifications parasites (rearrangements similaires dans 
les cellules normales) ; 

- que P analyse PCR des genes TCRD est un outil utile dans 
Panalyse de certaines tumeurs et notamment des MRD ; 

5 - que le locus TCRB est le locus de choix pour Petablissement de la 

clonalite des tumeurs exprimant TCRa|3, alors que 

- le locus TCRA est trop complexe pour des analyses clonales de 

l'ADN. 

C'est la raison pour laquelle les differentes methodes d ? analyse des 
10 repertoires TCR, actuellement proposees, ne preconisent jamais Panalyse du reper- 
toire TCRA : 

- Analyse par transfer! de Southern (ADN) 

Cette technique est lourde a mettre en oeuvre, peu exhaustive et peu 
quantitative. Elle permet d'evaluer les rearrangements V(D)J, mais elle est peu 
15 sensible car elle necessite plusieurs |ag d'ADN, et d'autre part, elle est peu resolutive 
pour Identification des genes V et J. Enfin, elle se prete mal a une automatisation. 

- Analyse par Immunoscope® (Brevet US 5,63 5 ,3 54 ; Pannetier et 
al, Immunol Today, 1995, 16, 4, 176-181) ; cette methode est uniquement qualitative. 

- Analyse de la diversite des regions de recombinaison dite CDR3 
20 par Immunoscope® CARNni) (Demande Internationale PCT WO 02/084567). 

Actuellement, cette technique est la plus populaire pour revaluation 
de la diversite des recepteurs antigeniques. Elle se base sur Putilisation des ARNs qui, 
une fois convertis en ADNc par la reverse transcriptase, sont sujets a des reactions 
d'amplification par PCR. Les fragments de genes amplifies sont courts (quelques 

25 dizaines de nucleotides), ils s'etendent entre le gene V et le gene C ou J et incluent la 
CDR3 qui est la region la plus polymorphe des recepteurs des antigenes. Elle permet 
d'estimer la diversite generee lors des rearrangements. Elle donne une indication sur 
la diversite relative d'un repertoire, sans pouvoir quantifier Pensemble du repertoire. 
Ses points faibles resident dans : 

30 1) Putilisation d'ARN qui est un materiel genetique facilement 

degrade et necessitant des conditions operatoires particulieres, 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



9 

2) le fait qu'il peut exister des biais dans revaluation des 
rearrangements dus au fait que tous les genes V ne sont pas necessairement transcrits 
avec la meme efficacite, 

3) la synthese d' ADNc peut varier en fonction des transcrits ; cette 
5 etape peut done introduire un biais difficilement controlable. 

Cette technique necessite un nombre assez important de reactions 
d* amplification rendant difficile 1* analyse complete de la diversite d'un recepteur. 
Ainsi, pour la chaine beta du TCR humain, il faudrait 25 reactions independantes pour 
les V, puis reprendre chacune d'entre elles avec Tun des 13 J fonctionnels, pour une 
10 analyse en electrophorese sur gel de polyacrylamide denaturant, 

- Analyse de la ionction V-J 

La Demande Internationale PCT WO 2004/033728 beneficiant 
d'une date de depot du 11 octobre 2002, mais publiee le 22 avril 2004, e'est-a-dire 
posterieurement a la date de depdt dont beneficie la presente Demande, decrit une 

1 5 methode proposant des combinaisons d 5 amorces de PCR multiplex standards ainsi que 
des protocoles standardises de detection de recombinaisons clonales de genes Ig ainsi 
que des genes du recepteur des cellules T (TCR) dans des echantillons ou une prolife- 
ration de la lignee lymphoi'de est suspectee. La methode decrite met en ceuvre la 
technique de PCR multiplex dans des conditions de PCR generant un produit dont la 

20 taille est comprise entre 300 et 700 pb et de preference est inferieure a 300 pb (de 
maniere plus preferee entre 100-300 pb) ; plus precisement, la PCR mise en oeuvre 
comporte une etape d'elongation de 1,30 min permettant une amplification de 1 a 
2 Kb au maximum et rendant impossible F amplification des hautes tailles necessaires 
au multiplexage « naturel » ; en outre, la position des oligonucleotides utilises cible 

25 des regions conservees entre les genes V ; les differents genes qui ont ete testes dans 
cette methode sont les suivants : TCRB, TCRG, TCRD. Ceux-ci ne comprennent pas 
le gene TCRA qui a ete volontairement ecarte, en raison de sa complexity 

Cette methode permet la caracterisation des amplifications mono- 
clonales ; par contre, elle ne permet pas d'avoir une resolution de Fensemble du 

30 repertoire. Cette approche donne done un resultat de type on/off, peu resolutif, 
caracterisant une amplification monoclonale, mais en aucun cas ne permet de 
visualiser Fensemble du repertoire sous la forme d'une cartographie. 
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Cette technique ne permet done pas de connaitre la frequence 
relative des rearrangements du repertoire du fait de 1'etude de la jonction V-S 
uniquement et n'apporte pas d'aspect differenciateur au niveau d'un rearrangement 
donne. En effet, le fait d'avoir multiplexe tous les oligonucleotides dans un meme 
5 tube, sans eviter la superposition des differents produits de PCR, ne permet que 
d'obtenir un produit d'une taille de 200 a 700 pb pour Pensemble des rearrangements 
attendus et empeche d'assigner une bande a un rearrangement particulier. En aucun 
cas cette technique utilise le principe de multiplexage « naturel » des locis du TCR. 

- Cvtometrie de flux (voir Hodges E. et al. precite, 46) 
10 Cette technique utilise des anticorps marques a la fluoresceine, 

specifiques des regions V des recepteurs. Elle presente l'interet de mesurer 
1'expression du recepteur antigenique a la surface du lymphocyte. Cependant, elle est 
tres limitee : 

. par le manque d 5 anticorps qui ne permet pas une analyse complete 

15 du repertoire ; 

. par sa faible sensibilite qui necessite des echantillons cellulaires de 
taille importante (plusieurs dizaines de millions de lymphocytes) ; 

. sa faible resolution puisqu'elle ne permet que d' identifier le V sans 
dormer d' information sur les combinaisons avec les J ; 
20 . la necessite de travailler avec des cellules. 

En consequence, la presente invention s'est donnee pour but de 
pourvoir a un precede d 5 evaluation de rearrangements ou de recombinaisons de genes 
et notamment du repertoire TCR, qui reponde mieux aux besoins de la pratique que 
les procedes de Tart anterieur precites. 
25 Pour obtenir une methode quantitative, simple a mettre en oeuvre, 

robuste, fiable et quantitative, la presente invention preconise d'utiliser dans des 
conditions defmies, un nombre restreint de reactions enzymatiques de polymerisation 
en chaine de PADN, dites de « longue PCR » (LPCR) permettant de detecter plusieurs 
rearrangements de genes et notamment plusieurs rearrangements V(D)J des genes 



30 
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codant les TCRAD directement au niveau de PADN genomique avec une seule reac- 
tion enzymatique (PGR multiplex). 

L' invention utilise ainsi 1' amplification d'ADNg pour detecter en 
une seule etape les rearrangements des genes V(D)J codant pour les recepteurs 
5 specifiques des antigenes. L'invention peut etre appliquee a d'autres evenements de 
rearrangements de genes ou de recombinaisons genetiques ay ant des sites definis. 

En consequence, 1' invention concerne egalement un procede 
devaluation de toute recombinaison genetique ciblee. 

La presente invention a done pour objet un procede devaluation 
10 quantitative d'un rearrangement ou d'une recombinaison genetique ciblee chez un 
individu, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

(a) Pextraction de PADN genomique humain, a partir d'un echan- 

tillon biologique, 

(b) P amplification d'un segment dudit ADN genomique, de taille 
15 comprise entre quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, par 

PCR multiplex, en presence : 

* d'un ou plusieurs couples d'amorces, selectionnees de maniere a 
repondre aux caracteristiques suivantes : 

- au moins Pune desdites amorces de Pun desdits couples d' amorces, 
20 s'hybride en amont et/ou a Pextremite 5' d'un gene Vx a amplifier, susceptible 

d'intervenir dans ledit rearrangement genetique ; 

- au moins P autre desdites amorces de Pun desdits couples 
d'amorces s'hybride en aval et/ou a Pextremite 3' d'un gene Jy a amplifier, suscep- 
tible d'intervenir dans ledit rearrangement genetique ; 

25 * et d'une ADN polymerase ou d'un melange d'ADN polymerases 

permettant P amplification de segments d'ADN genomique de taille comprise entre 
quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, de preference de 
taille superieure a 10 kb et ayant une activite de correction permettant d'ameliorer 
sensiblement P elongation ; 

30 ladite amplification comprenant outre P etape de denaturation 

initiale, des cycles de denaturation, d'hybridation et d' elongation et, dans lesquels les 
etapes d'elongation sont effectuees au moins pendant 10 minutes a 68°C-72°C ; 
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(c) la separation des fragments d'ADNg amplifies et 

(d) la detection des segments rearranges ou recombines. 

On entend par individu, de preference les mammiferes pour lesquels 
il existe un interet a determiner des profils d'expression TCRA (homme, autres 
5 primates, animaux domestiques, animaux utilises dans la chame alimentaire, tels que 
boeuf, mouton, pore. . 

Dans le cas ou le rearrangement ou la recombinaison genetique 
ciblee concerne les recepteurs TCRAD, ledit procede comprend : 

(a) l'extraction de l'ADN genomique humain, a partir d'un echan- 

1 0 tillon biologique, 

(b) T amplification d'un segment dudit ADN genomique, de taille 
comprise entre quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, par 
PCR longue multiplex, en presence : 

* d'un ou plusieurs couples d 5 amorces, selectionnees de maniere a 

1 5 repondre aux caracteristiques suivantes : 

- au moins l'une desdites amorces de Tun desdits couples d'amorces, 
denommee amorce V, s'hybride de maniere specifique avec une region situee en 
amont de la sequence RSS d'un gene Vx a amplifier, correspondant a un segment V 
du domaine variable de la chame a d'un recepteur des cellules T (TCRAD) ; 

20 - au moins l'une desdites amorces de l'un desdits couples d'amorces, 

denommee amorce J s'hybride de maniere specifique avec une region situee en aval 
de la sequence RSS d'un gene Jy a amplifier, avec Fextremite 3' dudit gene Jy a 
amplifier ou dans ledit gene Jy a amplifier, correspondant a un segment J de la chaine 
a d'un recepteur des cellules T ; 

25 * et d'une ADN polymerase ou d'un melange d'ADN polymerases 

permettant 1' amplification de segments d'ADN genomique de taille comprise entre 
quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, de preference de 
taille superieure a 10 kb et ayant une activite de correction permettant d'ameliorer 
sensiblement 1' elongation ; 

30 ladite amplification comprenant outre l'etape de denaturation 

initiale, des cycles de denaturation, d'hybridation et d'elongation et, dans lesquels les 
etapes d'elongation sont effectuees au moins pendant 10 minutes a 68°C-72°C ; 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



13 

(c) la separation des fragments d'ADNg amplifies et 

(d) la detection des segments V(D)J recombines. 

Ce procede presente un certain nombre d'avantages : 

- il permet une analyse des combinaisons V(D)J au niveau du 
5 genome, ce que ne permet pas la technique de PImmunoscope®. 

- il permet d'obtenir des fragments de grande taille, chaque fragment 
V x -J y , V x -Jy+i 5 Vx-Jy+2 etc... pouvant etre clairement distingue des autres, ce qui 
implique une bonne resolution. 

- il permet ainsi Panalyse de Pappariement V/J en tant que tel. 

10 - il permet une analyse moleculaire au niveau de PADN genomique. 

En mesurant la quantite d'une combinaison donnee de genes V(D)J, on peut avoir une 
evaluation du nombre de lymphocytes possedant ce rearrangement, puisqu'il y a 
proportionnalite entre le nombre de genes rearranges et le nombre de lymphocytes : un 
lymphocyte ne peut avoir que deux rearrangements pour un type de recepteur, soit un 

15 rearrangement par chromosome. Ce type d'information n'est pas accessible par 
1'analyse de la diversite des regions de recombinaison dite CDR3, ni par Panalyse de 
la jonction V/J. 

- il autorise une evaluation exhaustive de la diversite de recepteurs 
antigeniques, ce que ne permet ni la cytometric de flux, ni la technique de Southern. 

20 - il permet de diminuer sensiblement le nombre de reactions de PCR 

pour une analyse complete du repertoire. Ceci est possible grace a l'analyse simulta- 
nee de plusieurs genes V et J dans une meme reaction d' amplification et une meme 
piste d'electrophorese. Par exemple, pour la chaine TCR alpha chez Phomme, il faut 
3355 reactions correspondant aux differentes combinaisons VJ pour detecter et quanti- 

25 fier les rearrangements ; le procede selon Pinvention permet de realiser Panalyse avec 
10 fois moins de reactions. En parti culier, la combinaison des etapes du procede selon 
Pinvention et plus particulierement la combinaison de Petape (c) de separation avec 
Petape (b) d' amplification, coopere pour ameliorer, de maniere significative, les 
performances du procede selon Pinvention, notamment en selectionnant le systeme de 

30 separation le plus adapte. 

- il permet de quantifier les rearrangements par mesure de Pintensite 
relative des bandes d'electrophorese issues d'une meme reaction et qui sont analysees 
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dans une meme piste d'electrophorese. Grace a une standardisation tenant compte des 
differences de taille, il est possible en parti culier de normaliser les valeurs et d'obtenir 
la quantification de la proportion de chaque rearrangement par rapport a P ensemble 
(tres bonne resolution). Aucune technique ne permet actuellement d'obtenir ces 
5 resultats. 

- il permet P identification des genes V et J du recepteur, Pidentite du 
gene V est donnee par Pamorce utilisee lors de P amplification, Pidentite du gene J est 
obtenue par mesure de la taille du fragment amplifie avec Pamorce J utilisee et par 
reference avec la sequence nucleotidique publiee. Cette operation est facilitee par 

10 Putilisation de logiciels d'alignement de sequences et de comparaison de motifs tels 
que Blast, (www.ensembl.org), IMGT/Genelnfo (http://imgt.cines.fr/GeneInfo) etc.. 
Cette information peut etre obtenue par Panalyse par Plmmunoscope^, mais 
P identification du segment J se fait au cas par cas, alors qu'avec le procede selon 
Pinvention, plusieurs segments J peuvent etre identifies lors d'une meme reaction. 

15 - il permet de reveler des combinaisons V(D)J particulierement 

abondantes dans un melange. Ceci peut se reveler utile pour detecter une reponse 
specifique immuno-dominante, c'est-a-dire due a un (reponse monoclonale) voire a 
quelques clones (reponse oligoclonale) de lymphocytes. En outre, ceci peut servir a la 
detection de proliferations de lymphocytes telles que celles observees dans les cancers 

20 de lymphocytes (lymphomes, myelomes, leucemies). Les leucemies provenant de 
lymphomes B peuvent etre detectees par une analyse directe des Ig circulant au niveau 
du serum de sang. Mais la detection des leucemies ne produisant pas d'lg dans le 
serum et celle des leucemies des lymphomes T restent difficiles et peu quantitatives. 
Le procede selon Pinvention permet d'identifier les combinaisons V(D)J anormale- 

25 ment abondantes et ainsi permet la detection de proliferations dues a des leucemies. 
Par Panalyse au niveau du genome, le procede selon Pinvention autorise une detection 
plus facile et sensible du nombre de cellules cancereuses, derivees de lymphocytes B 
et/ou T, et par consequent, permet d'apporter un diagnostic plus precoce et plus 
exhaustif par rapport aux techniques deja existantes telles que la technique de 

30 Southern ou PImmunoscope® de la chame TCR beta. 

L'etape (a) d'extraction est realisee par des techniques connues qui 
respectent les precautions definies pour la purification de PADNg utilisees pour la 
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technique de transfert de type Southern (voir Sambrook J., Fritsch EF., Maniatis T., 
1989, Molecular cloning, A laboratory manual Second Edition, Cold Spring Harbor, 
New York, EUA). Elle peut etre avantageusement suivie d'une etape de purification 
de PADNg par les techniques classiques de biologie moleculaire. 
5 Selon un mode de mise en osuvre avantageux de l'etape (b) 

d' amplification, la selection des amorces est effectuee : 

- par analyse systematique de P ensemble du locus concerne et 
notamment du locus TCRAD humain a l'aide d'un logiciel convenable d'alignement 
de sequences et de comparaison de motifs, tels que definis ci-dessus et notamment a 

10 l'aide d'un logiciel de recherche de sequence homologue (NTI Vector suite 8.0 » de la 
societe Informax Inc., par exemple), 

- selection des amorces dont 1'extremite 3 'OH est complementaire 
uniquement de la region d'interet, telle que defmie ci-dessus, 

- elimination des amorces formant des auto-dimeres ou des epingles 
15 a cheveux stables, notamment par une analyse a l'aide d'un logiciel convenable 

d'alignement de sequences et de comparaison de motifs, et notamment a l'aide d'un 
logiciel de recherche de sequence homologue (logiciel « vector NTI suite 8.0 » de la 
societe Informax Inc., par exemple), et 

- elimination des couples d'amorces formant des hybrides entre eux. 
20 Ainsi, 1' ensemble de ces differentes etapes de selection diminuent 

les biais de la PGR comme la competition entre les amorces ou avec d'autres 
sequences cibles que celles selectionnees et par consequent ameliore le rendement et 
la specificite de la PCR necessaire pour la realisation des analyses des rearrangements 
en PCR longue multiplex. 
25 Conformement a l'invention les amorces et notamment les amorces 

V et J des couples d'amorces V/J sont selectionnees dans le groupe constitue par les 
amorces illustrees au Tableau I ci-apres : 
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Espece 


i_i i i nil a iKi 
HUMAIN 








Locus 


TCRAD 








TRAV 




S/A 


bp 


tm 


hTRAVl 


GGTCGTTTTTCTTCATTCCTTAGTCG (SEQ ID NO:l) 


S 


27 


58 


hTRAV2 


TCTCTTCATCGCTGCTCATCCTCC (SEQ ID NO: 2) 


s 


24 


61 


nTRAV3 


TCLCCl 1UL.CATTTTCCACTCG (SEQ ^D NO: J/ 


Q 
O 




60 


hTRAV5 


GC AC T T AC AC AGAC AGC T C CT C C AC C ( S E Q ID NO : 4 ) 


O 

o 


26 


61 


hTRAV8 


CAGGAGGAACCAGAGCCCAGTC (SEQ ID NO: 5) 


s 


22 


59 


hTRAV26-2 


TGGAGTAGGGCAGGGAGGACAGT (SEQ ID NO: 6) 


S 


23 


60 


hTRAV35 


Ggctgggaagtttggtgatatagtgtc (SEQ ID NO: 7) 


S 


27 


59 


hTRAV38.2 


AGCAGCCAAATCCTTCAGTCTCAA (SEQ ID NO: 8) 


S 


24 


58 


hTRAV40 


Aagacaaaaactcccccattgtgaaata (SEQ ID NO: 9) 


s 


26 


60 


hTRAV41 


GCCCTCCTGAAAATGTGTAAAGAAATGT (SEQ ID NO: 10) 


s 


28 


60 


TRAJ do 

1 ¥\.w-\*J KM \J 










nMJOoUO 


rTTrrrrrAPTrrrTTrAAAPTTAr / QP n m 

\s \ 1 UUuvUMU 1 ^Iwrl^ 1 1 UMftrtU 1 1 MO ^o-ky XJJ 


A 
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20 


60 


nAJ41 00 


t r* n \n a ccm. ata a/"*/™* a a / nun tt* xto. 1 
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hA !9QHr> 


TCACXA AC A ACZCTClClACiCiC A Ar*TAf5r; rqun rn 


A 

r\ 




61 




NO: 14) 








hAJ18do 


GGAATAGAAAGCGACTCACTCACCAGG (SEQ ID 


A 


27 


60 




NO: 15) 








hAJIOdo 


CCACTTTTAGCTGAGTGCCTGTCCC (SEQ ID 


A 


25 


60 




NO:16) 








hAJ5do 


CTGTCTCTGCAATGATGAAATGGCC (SEQ ID 


A 


25 


59 




NO:17) 








hAJIdo 


GGAAACTCTGGGCATGGGCAG (SEQ ID NO: 18) 


A 


21 


59 


hAJ56do 


ACTGGGCAGGAGATTCGGTTAT (SEQ ID NO: 19) 








hAJ33do 


CGCCCCAGATTAACTGATAGTTGCT (SEQ ID NO: 20) 








hAJ24do 


ATACTAAGGGCAGGTGAGGCTCCA (SEQ id 









NO: 21) 

Ainsi, les amorces selectionnees a l'etape (b) permettent d'obtenir 
des resultats de qualite : la specificite des produits de PCR est plus particulierement 
etablie pour 10 amorces V (SEQ ID NO : 1-10), par sequen<?age des produits 
d'amplification qui montre la presence d'une sequence unique correspondant au gene 
V cible (voir Tableau III) et la robustesse du choix des amorces. 

La specificite des amorces peut etre suivie en utilisant des sondes 
oligonucleotidiques, telles que celles definies dans le Tableau II ci-apres ? marquees 
qui reconnaissent des sequences internes au produit amplifie ; par hybridation il est 
ainsi possible de verifier si la taille observee du fragment amplifie correspond a la 
taille attendue deduite de la sequence du locus TCR alpha humain, en considerant la 
distance separant les amorces V et J et leur rearrangement. Ces sondes sont egalement 
avantageusement utilisees a l'etape (d) du procede selon 1' invention. 
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Tableau II 



S/A bp tm 



A 


24 


59 


A 


24 


59 


A 


21 


55 


A 


25 


55 


A 


23 


55 


A 


22 


57 


A 


24 


55 


A 


22 


53 



Sondes 

TRAV 

hTRAVlp TCGTTTTTCTTGATTCGTTAGTCG (SEQ ID NO:22) 

hTRAVSp ATGAAACAAGACCAAAGACTCACTG (SEQ ID NO:23) 

hTRAV8p TGAC CG AGCTTGAGAGCC A (SEQ ID NO:24) 

hTRAV26-2p GGCAATCGCTGAAG AC AG AAAG (S EQ ID NO:25) 

hTRAV41 p GAGAAGAGGTGTAAGTGCCGCC (SEQ ID NO:26) 

TRAJ 

hAJ53p TTGGATTCACGGTTAAGAGAGTTC (SEQ ID NO:27) 
hAJ48p TCCAGTCCCAAAGGTTAATTTCTC (SEQ ID NO:28) 

hAJ41 p CCGAAGTTGAGTGCATACCCG (SEQ ID NO:29) 

hAJ29p CAAAATCAAGGATGGCTAGAAACAC (SEQ ID NO:30) 
hAJ1 8p CTTCCAAAGTATAGCCTCCCCAG (SEQ ID NO:31 ) 

hAJ1 Op GGTGAGTTTGTTTCCTCCTCCC (SEQ ID NO:32) 

hAJ5p CCCAAAAGTAAGTGCTCTCCTGCC (SEQ ID NO:33) 

hAJ1p CGGGGAGAAGTGGAAACTCTGG (SEQ ID NO:34) 

hAJ56p TC AG AGTTATTC CTTTTC C AAATG (SEQ ID NO:35) 

hAJ33p CGCCCCAGATTAACTGATAGTTGCT (SEQ ID NO:36) 
hAJ24p GGTCCCTGCTCCAAACTGC (SEQ ID NO:37) 

Les sondes et amorces selon l'invention peuvent etre marquees 
directement ou indirectement par un compose radioactif ou non radioactif par des 
methodes bien connues de THomme du Metier, afin d'obtenir un signal detectable 
5 et/ou quantifiable ; le marquage des amorces ou des sondes selon l'invention est 
realise par des elements radioactifs ou par des molecules non radioactives. Parmi les 
isotopes radioactifs utilises, on peut citer le 32 P, le 33 P, le 35 S ou le 3 H. Les entites non 
radioactives sont selectionnees parmi les ligands tels que la biotine, Favidine, la 
streptavidine, la digoxygenine, les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels 
10 que les agents radioluminescents, chemoluminescents, bioluminescents, fluorescents, 
pho sphores cent s . 

Pour eviter 1' amplification de sequences voisines hors du locus 
TCRAD, et done pour diminuer la non specificite, Fanalyse systematique sur 
T ensemble du locus TCRAD humain effectuee pour selectionner les amorces, a 

15 Tetape (b) est, de preference, effectuee par recherche sur tout le genome humain en 
utilisant la base de donnees www.ensembl.org , qui permet de visualiser Pensemble 
des fixations sur le genome humain avec un code couleur de 3 intensites : Rouge = 
100% Vert -85 Bleu =70. 

Seuls les oligonucleotides candidats reconnaissant le locus TCRAD 

20 en rouge et ayant un nombre limite de fixations sur le reste du genome (en vert ou 
bleu) sont retenus. 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



18 

Les produits d' amplification par PGR utilisant les amorces precisees 
dans le Tableau III ci-apres fournissent les sequences amplifiees precisees dans la 
colonne de droite. 

Tableau III 

oligo up oligo do Sequences V amplifiees : SEQ ID NO:38-45 

SEQ ID NO:6 SEQ ID NO:1 1 CTTGAGAGATGCTGCTGTGTACTACTGCATCCTGAGAGACGGGGGGGGGG 
SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:16 CCTTTTGAGGAGCTCCAGATGAAAGACTCTGCCTCTTACCTCTGTGCTGTGAGGAATGGGGGGG 
SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:1 1 GCGATGTATTTCTGTGCTTACATGAGCCCGGGGGGGGGGGG 
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 11 TATTCTGTATCTGATGATGTCTTTGAGAACAGGTGTAAGTGCCGCCAAAA 

ATGAAGTGGAGCAGAGTCCTCAGAACCTGACTGCCCAGGAAGGAGAATTT 
ATCACAATCAACTGCAGTTACTCGGTAGGAATAAGTGCCTTACACTGGCT 
GCAACAGCATCCAGGAGGAGGCATTGTTTCCTTGTTTATGCTGAGCTCAG 
GGAAGAAGAAGCATGGAAGATTAATTGCCACAATAAACATACAGGAAAAG 
CACAGCTCCCTGCACATCACAGCCTCCCATCCCAGAGACTCTGCCGTCTA 
CATCTGTGCTGTCAGAGGGGGGGGGGGG 
SEQ ID NO:9 SEQ ID NO:1 1 ACTCAGCCGTGTACTACTGTCTTCTGGGAGATGGGGGGGGGGGG 
SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:16 ACCTGGAGCAGGTCTCCAGCTTGCTGACGTATA I MM I CAAATATGGAC 

ATGAAACAAGACCAAAGACTCACTGTTCTATTGAATAAAAAGGATAACAT 
CTGTCTCTGCGCATTGCAGACACCCAGACTGGGGACTCAGCTATCTACTT 
CTGTGCAGAGAG 

SEQ ID NO:5 SEQ ID NO:1 1 ACTACTCATCGTCTGTTTCACNGTATCTGTTCTGGTATGTGCAATACCCC 

AACC AAG GACTC CAG CTTCTCCTG AAGTAN N N ATCAGG N N C CACCCTG GT 
TAAAGGCATCAACGGTTTTGAGGCTGAATTTAACAAGAGTGAAACNTCCT 
TCCACNTGANGAAACCCTCAGCCCATATNAGCGACNCGGCTGAGTACTTC 
TGTG CTGTGAGTGAT 

SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:1 1 ACCTGGAGCAGGTCTCCAGTTGCTGACGTATATTTTTTCAAATATGGACA 

TGAAACAAGACCAAAGACTCACTGTTCTATTGAATAAAAAGGATAAACAT 
CTGTCTCTGCGCATTGCAGACACCCAGACTGGGGACTCAGCTATCTACTT 
CTGTGCAGAGAGT 

5 

Pour chaque gene Vx, il est preferable de mettre en oeuvre, les 
couples d' amorces comprenant l 5 amorce V correspondant audit gene Vx en associa- 
tion avec chacune des amorces J defmies ci-dessus (SEQ ID NO:l 1 a 22). L'etape (b) 
d'amplification est alors realisee en parallele avec les differents couples d'amorces. 
10 Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede selon P invention, 

Petape (b) peut avantageusement mettre en oeuvre des amorces supplementaires pour 
amplifier en outre au moins Pun des segments suivants : segments D, segments V et J 
des chaines TCR p, y 9 5 et eventuellement segments des chaines des immuno- 
globulines. 

1 5 Ainsi, notamment dans le cas des chames TCR ou Ig possedant un 

segment D de diversity une reaction de PGR entre le gene V et D est effectuee en plus 
de la reaction V-J commune a tous les rearrangements. Cette etape permet de 
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connaitre a la fois le repertoire des segments D et J utilises en conjonction avec les 
genes V. II en est de meme pour les genes D, dans le cas de P analyse des chaines qui 
ont des D en plus des V et J comme les chaines TCR beta et TCR delta et la chaine 
lourde des Immunoglobulins. 
5 Les ADN polymerases, mises en oeuvre a Petape (b) d' amplification 

sont de preference un melange d'ADN polymerases permettant d' amplifier de tres 
longues molecules d'ADN, du type de celui decrit dans le Brevet americain US 
6,410,277 ; un tel melange d'enzymes presente une activite de correction permettant 
d'ameliorer sensiblement Pelongation. Ainsi, une amplification de plusieurs kb 

10 d'ADN permet de detecter les recombinaisons successives ayant eu lieu avec tous les 
genes potentiels situes entre les deux amorces utilisees. 

Selon un autre mode realisation avantageux de Petape (b), la reac- 
tion de PCR longue multiplex (LPCR) est effectuee apres purification de PADN par 
les techniques classiques de biologie moleculaire ou directement sur un lysat cellu- 

15 laire. 

II est cependant preferable de travailler avec PADNg le plus pur 
possible (exempt de proteines telles que les nucleosomes) pour favoriser une amplifi- 
cation optimum des produits de grande taille (> a 10 kb) ; pour cela, il est important de 
ne pas casser PADN genomique. 

20 Une fois la purification de PADN effectuee (soit par une methode 

d'extraction au phenol/chloroforme V/V bien connue en biologie moleculaire, soit 
avec des trousses commercialisees permettant Pextraction et la purification de 
PADN), celui-ci est directement utilise pour la LPCR multiplex. 

Un tube de reaction (volume reactionnel de 20 a 50 [il) est compose 

25 d'eau ultra pure, de P enzyme Taq ou du melange d'enzymes de polymerisation de 
PADN, tel que celui decrit dans le Brevet US 6,410,277 (melange denomme LATaq), 
de MgCl 2 (co-facteur de P enzyme Taq), des dNTP, de Pamorce oligonucleotidique 
specifique du sens de transcription des genes V a etudier (Pune des amorces de SEQ 
ID NO: 1-10), Pamorce oligonucleotidique specifique du sens inverse de transcription 

30 du segment de gene D ou J (Pune des amorces de SEQ ID NO :11-21) a etudier, de 
PADN a analyser, aussi appele matrice, a partir de laquelle Pamplification a lieu. Un 
deuxieme oligonucleotide correspondant a une sequence interne du gene V, situee en 
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aval de la premiere amorce V et en amont du RSS du gene V et/ou un deuxieme 
nucleotide J correspondant a une sequence interne du gene J, situee en amont de la 
premiere amorce J et en aval du RSS du gene J, peuvent etre ajoutes a la moitie de la 
reaction de LPCR pour diminuer le bruit de fond de PGR ; ces oligonucleotides 
5 peuvent etre marques ou pas avec un fluorochrome pour permettre la detection directe 
des produits amplifies. Le programme du thermocycleur permettant d'effectuer la 
reaction d' amplification peut etre variable en fonction des conditions souhaitees. 

On effectue une PCR (etape (b) d' amplification) par couple 
d'amorces V/J, tel que defini ci-dessus. 
10 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux de Petape (b) 

d' amplification, les etapes d'elongation, sont avantageusement incrementees de 15-20 
secondes par cycle supplementaire d'elongation. 

Toutefois, pour permettre l'amplification de fragments longs 
d'ADN, il est necessaire (etape (b)) : 
15 . d'exposer PADN genomique a amplifier a des temperatures supe- 

rieures a 90°C (denaturation) pendant des temps tres courts (de Pordre de 10 a 30 
secondes), et ce pour eviter P acidification du milieu et la degradation de PADN, 

. de tenir compte de la « fatigue » de PADN polymerase mise en 
oeuvre, en incrementant de 15-20 secondes par cycle supplementaire Petape 
20 d'elongation, notamment a partir du milieu de la PCR. 

Un exemple, non limitatif, permettant l'amplification de produits de 
Pordre de 10 kb a 20 kb, est decrit ci-apres : 

- Denaturation initiale 1-2 minutes a 94°C 

- 1 5 cycles successifs comprenant : une etape de denaturation : 5 a 
25 30 secondes a 90-94°C, une etape d'hybridation des amorces : 15-30 secondes a 58- 

62°C et une etape d'elongation : 14 a 20 minutes a 68-72°C et 

- 1 5 cycles successifs comprenant : une etape de denaturation : 5 a 
30 secondes a 90-94°C, une etape d'hybridation des amorces : 15-30 secondes a 58- 
62°C et une etape d'elongation: 14 a 20 minutes a 68-72°C + 15-20 secondes 

30 additionnelles a chaque cycle supplementaire et 

- 1 cycle final d'elongation de 10 minutes a 72°C. 
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Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, 
l'etape (c) de separation des fragments d'ADN amplifies est effectuee par migration 
electrophoretique sur gel d' agarose ou de poly aery lamide, de preference en champ 
pulse, 

5 Les conditions de separation des produits de PCR peuvent varier en . 

fonction des conditions souhaitees. Voici une condition permettant de separer des 
produits de Pordre de 15 kb par migration sur gel d'electrophorese d'agarose en TBE 
IX (cette etape est bien connue dans le domaine de Tart) : 

Depot de 5-20 jlU de produit de LPCR sur un gel d'agarose 1 ? 2 % 
10 (P/V), migration 100-150 volts pendant 8 h avec un generateur. II est possible 
d'utiliser une migration en champs pulses pour ameliorer la separation des produits de 
grande taille. 

Selon un autre mode de mise en ouvre avantageux dudit procede, 
l'etape (c) de separation des fragments d'ADN amplifies est effectuee par separation 

15 en microcapillaire sur bioanalyseur. Plus precisement, pour separer des fragments de 
LPCR de taille superieure a 10 kb, on peut utiliser une migration en microcapillaire 
Bio-analyseur AGILENT Technologies, On peut envisager dans un tel cas, de 
travailler avec des amorces marquees avec un fluorochrome (par exemple le Cy-5) 
pour augment er le signal de detection des fragments amplifies, a l'etape (d) de detec- 

20 tion. La puce AGILENT est preparee et utilisee d'apres les indications du construc- 
ted, depot de 1 jal du produit de PCR, quantification conformement au guide 
d'utilisation de 1'appareiL 

De maniere surprenante, la combinaison des elements suivants de 

l'etape (b) : 

25 - le choix des sequences des amorces permettant d'etudier les rear- 

rangements des recepteurs antigeniques chez 1'homme ; 

- le programme du thermocycleur lors des reactions d'amplification ; 

- le choix des enzymes utilisees pour ameliorer Pamplification des 
fragments de grande taille ; 

30 et le protocole de separation des fragments amplifies de l'etape (c), 

permettent effectivement une evaluation quantitative des recombinaisons a detecter. 
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Dans ce contexte il est possible de detecter entre 1 et 1 1 rearrange- 
ments par reaction PGR et pour visualiser 100 % des rearrangements effectues dans la 
region J, un minimum de 1 1 PCR, pour un gene V donne est suffisant 

Selon un autre mode de mise en oeuvre dudit procede, Petape (d) de 
5 detection peut etre avantageusement realisee a Paide de Pune des methodes suivantes : 

- par transfer! de type Southern des produits amplifies sur 
membranes de nylon, suivi d'une revelation apres hybridation avec une ou plusieurs 
sondes nucleotidiques specifiques d'une sequence interne au produit amplifie (sondes 
de SEQ ID NO:22-37 ? notamment) marquees avec un isotope radioactif ou un fluoro- 

10 chrome,; de maniere plus precise, cette methode comprend le transfert de type 
Southern sur membrane de nylon ou de nitrate de cellulose par capillarite buvard, par 
exemple avec un tampon 20X SSC, cross Linkage de PADNg sur la membrane apres 
exposition aux UV 700 kjoules (etape bien connue dans le domaine de Part), prehy- 
bridation avec du milieu d'hybridation dans des conditions permettant de diminuer le 

15 bruit de fond non specif! que, hybridation avec une ou plusieurs sondes 
d'oligonucleotides internes marquees radioactivement (methode T4 kinase + 
32 PgammaATP) permettant de reveler de maniere specifique les produits de PCR et 
validation de la specificite des rearrangements en mesurant la taille des produits de 
PCR. La quantification relative de Pintensite de chaque bande d'ADN correspondant 

20 aux differents rearrangements en utilisant un imageur et un logiciel adapte comme le 
Quantity-One de la societe Biorad. 

- par utilisation d'une base marquee (par un isotope radioactif ou un 
fluorochrome) lors de P amplification puis par mesure de son incorporation directe- 
ment dans le gel 5 

25 - par utilisation d'agent marquant PADN (tels que bromure 

d'ethidium, SybrGreen I ou autres) lors de la migration, et detection apres excitation 
aux UV ou autre longueur d'onde appropriee 

- par utilisation d'oligonucleotides marques par des fluorochromes 
ou autres moyens de revelation enzymatiques (ex. Avidine-biotine, peroxydase..,) lors 

30 de P amplification. 

Tout autre methode de detection peut egalement etre envisagee. 
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Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, les 
sondes sont avantageusement selectionnees dans le groupe constitue par les sequences 
SEQ ID NO:22-37, telles que definies dans le Tableau II. 

Un rearrangement donne est defini a partir des produits 
5 d' amplification : d'une part, d'apres la distance de leur migration et d'autre part, par 
hybridation avec des sondes internes specifiques. II est possible de detecter indivi- 
duellement plusieurs rearrangements dans une seule reaction. En combinant un 
nombre sufflsant de reactions, il est possible de quantifier F ensemble des rearrange- 
ments V(D)J constituant le repertoire immunitaire et ceci, directement au niveau de 
10 FADN genomique. 

Avantageusement, le procede selon F invention peut etre mis en 
ceuvre sur differents types d'echantillons biologiques : cellules en culture, lignees 
cellulaires, echantillons provenant de biopsies, de microdissection, de prelevements 
sanguins, de cellules triees ; de preference sur des prelevements sanguins. 
15 Le procede selon F invention, tel que defini ci-dessus, permet 

notamment F analyse totale ou partielle du repertoire immunitaire par F analyse des 
combinaisons V(D)J, notamment par realisation d'etapes (b) d'amplification en 
parallele avec differents couples d 5 amorces, Cette methode est a la fois qualitative et 
quantitative. La detection des recombinaisons genetiques V(D)J permet de suivre le 
20 repertoire immunitaire specifique et d'en estimer sa diversite de maniere dynamique 
dans differentes conditions pathologiques et suite a differents traitements. Basee sur le 
principe de F amplification de FADN, cette technique permet de detecter de maniere 
precoce et avec une faible quantite de materiel biologique, le repertoire immunitaire. 

La mesure de ces repertoires constitue un defi difficile au vu du 
25 grand nombre de combinaisons du repertoire V(D)J. De plus, chaque recepteur est 
constitue de deux chaines, ainsi le repertoire total pour un recepteur donne est le 
produit de la diversite structurale de chacune des chaines le constituant. Les nombres 
de formes possibles de recepteurs Ig ou TCR sont estimes etre de Fordre de 10 14 a 

18 

10 recepteurs potentiels differents. Cependant, Fevaluation des repertoires demeure 
30 un enjeu d'importance pour evaluer la reponse immunitaire specifique dans les condi- 
tions physio-pathologiques telles que les reponses aux infections, au developpement 
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de cancer, aux allergies, aux maladies auto-immunes, aux deficits immunitaires et a 
leur reconstruction,. . . 

D'une part, on pent considerer que la diversite du repertoire 
immunitaire est en relation avec la sante de 1'organisme. Un repertoire faiblement 
5 diversifie peut correspondre a un deficit immunitaire rendant Porganisme sensible a 
differentes pathologies. Dans un certain nombre de domaines medicaux et cliniques, il 
est important de suivre les variations des repertoires. On peut citer les situations de 
lymphopenies hereditaires (deficits immunitaires congenitaux) ou infectieuses (le 
SIDA par exemple), ou provoquees comme dans le cas des ablations du systeme 

10 immunitaire par irradiation corporelle dans le cas des traitements de cancers du sang 
(leucemies, lymphomes, etc). 

D'autre part, un certain nombre d'essais therapeutiques visent a 
induire une reponse immunitaire specifique. C'est le cas par exemple des divers 
protocoles de vaccinations anti-microbiennes et anti-tumorales, utilisant diverses voies 

15 d'injections, de formulation, d'adjuvants, de differents vecteurs, etc. Dans d'autres 
cas, c'est une repression de la reponse immunitaire qui est recherchee comme par 
exemple, pour contrecarrer les syndromes auto-immuns et lutter contre les manifesta- 
tions allergiques. 

Dans tous ces cas, le procede selon Pinvention permet d'une part de 
20 mesurer le repertoire des recepteurs des antigenes au cours des differentes phases des 
maladies, et d'autre part d'evaluer Paction stimulante ou repressive de molecules dans 
Pobjectif d'en deriver des medicaments modulateurs de la reponse immunitaire speci- 
fique. 

En consequence la presente invention a egalement pour objet : 
25 * un procede de suivi d'un traitement d'une pathologie dans laquelle 

le repertoire immunitaire est initial ement modifie, chez un sujet concerne, lequel 
procede est caracterise : 

- en ce qu'il met en oeuvre le procede devaluation du repertoire 
immunitaire, tel que defini ci-dessus en debut de traitement et 
30 - en ce que ledit procede devaluation est reitere a differentes phases 

du traitement et 
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- en ce que le profil du repertoire immunitaire obtenu a chaque fois 
est compare a celui d'un repertoire immunitaire standard, et ce afin d'evaluer la 
reponse dudit individu audit traitement. 

* un procede de mesure du repertoire des recepteurs des antigenes au 
5 cours des differentes phases d'une pathologie dans laquelle le repertoire immunitaire 
est modifie, chez un sujet concerne, lequel procede est caracterise : 

- en ce qu'il met en oeuvre le procede d 5 evaluation du repertoire 
immunitaire, tel que defini ci-dessus a differentes phases de la pathologie et 

- en ce que le profil du repertoire immunitaire obtenu a chaque fois 
10 est compare a celui d'un repertoire immunitaire standard, et ce afin d'evaluer 

1'evolution de ladite pathologie. 

Conformement a 1' invention, l'echantillon biologique est constitue 
de lymphocytes T de n'importe quelle origine ; plus precisement, l'echantillon 
biologique peut etre constitue de cellules thymiques, de lymphocytes T du sang 
15 peripherique ou d'autres organes lymphoides, de lymphocytes T provenant d'autres 
tissus et en particulier de lymphocytes T issus des tumeurs, de sites inflammatoires, ou 
de divers organes tels que intestin, poumon, foie etc... 

La presente invention a en outre pour objet un kit devaluation 
quantitative du repertoire immunitaire d'un individu, caracterise en ce qu'il comprend 
20 outre les tampons et reactifs usuels pour mettre en oeuvre une PCR, les amorces et les 
sondes telles que definies ci-dessus. 

Les pathologies concernees sont aussi bien des tumeurs des lympho- 
cytes et cellules apparentees aux lymphocytes que toute autre pathologie impliquant la 
reponse immunitaire, telles que des maladies virales, des maladies auto-immunes, des 
25 etats physiopathologiques, des immunodeficiences, des allergies ou des anomalies des 
mecanismes de recombinaison V(D)J. 

La presente invention a egalement pour objet des amorces suscep- 
tibles d'etre mises en oeuvre dans un procede tel que defini ci-dessus, caracterisees en 
ce qu'elles sont selectionnees dans le groupe constitue par les amorces oligonucleoti- 
30 diques repondant aux sequences SEQ ID NO :1-21 . 

La presente invention a en outre pour objet des sondes de detection 
susceptibles d'etre mises en oeuvre dans un procede tel que defini ci-dessus, caracteri- 
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sees en ce qu'elles sont selectionnees dans le groupe constitue par les sondes oligo- 
nucleotidiques de sequences SEQ ID NO:22-37. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation des 
amorces d 5 amplification et des sondes de detection telles que definies ci-dessus pour 
5 1'evaluation quantitative du repertoire immunitaire d'un individu. 

Outre les dispositions qui precedent, 1'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en reuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

10 - la figure 1 represente les resultats d'un procede selon P invention 

(longue PCR multiplex) effectue pour evaluer le rearrangement V8-Ja dans le 
thymus : analyse globale de la region Ja. Les reactions PCR multiplex sont mises en 
ceuvre sur PADNg en utilisant les amorces Va de la famille hV8 (voir Tableau I) en 
combinaison avec 11 amorces Ja differentes (voir Tableau I : SEQ ID NO : 1 1-21). 

15 Les produits sont analyses par Southern blot a Paide de sondes specifiques de la 
famille V8 (SEQ ID NO:24). Chaque piste correspond a une reaction PCR indivi- 
duelle ; chaque bande correspondant a un rearrangement avec le segment Ja indique 
sur la gauche de la piste. Compte tenu du fait que 1 5 amplification par PCR est plus 
efficace sur des produits de petite taille que sur des produits de grande taille, les 

20 bandes situees a la base de chaque piste sont plus intenses. Les asterisques indiquent 
les produits non-specifiques determines par la distance de migration. Representation 
de la region J (pas a Pechelle) : les 1 1 amorces choisies sont reparties sur la region Ja 
comme indique. Les points indiquent la position des amorces et des sondes Ja ; les 
lignes correspondantes indiquent Petendue des segments Ja detectables dans chaque 

25 piste. Les lignes en pointilles indiquent les pseudogenes Ja non transcrits. 

- la figure 2 illustre le role de la localisation des genes Va dans la 
repartition du rearrangement avec la region Ja. Les rearrangements V-Ja sont analy- 
ses par PCR multiplexe sur de PADN extrait a partir de thymus total de nourrissons de 
6 jours. Les amorces specifiques des genes Va sont indiquees et correspondent aux 

30 amorces decrites dans le Tableau ci-dessus ; ces amorces sont utilisees avec 7 amorces 
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J indiquees au dessus de chaque piste (voir egalement les sequences dans le Tableau I 
ci-dessus). 

- la figure 3 illustre une representation de la matrice du repertoire 
humain V-Ja, le rearrangement dependant de la position desdits genes sur le locus. 

5 Figure 3 a : panneau representatif de la quantification relative d'un rearrangement V- 
Ja, par integration des signaux des produits PCR de la figure 2. Cette integration est 
realisee sur les produits de PCR dont la reaction PCR est arretee pendant la phase 
exponentielle et apres verification que Integration est lineaire. L'axe des Z illustre 
l'intensite de signal relatif des rearrangements detectes ; l'axe des J represente 1'ordre 

10 relatif des segments Joe etudies ; les genes Va etudies sont indiques sur l'axe V. Les 
fleches illustrent les tendances de progression des rearrangements Va-Jcc. Figure 3b 
gauche : analyse de l'utilisation de la region Va globale par integration des 7 
segments Ja etudies a la figure 3a ; figure 3b droite : analyse de l'utilisation de la 
region Ja globale par integration des 10 genes Va etudies a la figure 3a. 

15 - la figure 4 illustre le principe du precede selon 1' invention, appli- 

que a la detection des recombinaison V8-J : les amorces mises en oeuvre sont les 
suivantes : SEQ ID NO :5 (hTRAV8) et SEQ ID NO :13 (hTRAJ41) ; la sonde de 
detection est la sonde hAJ41p (SEQ ID NO:29). 

- la figure 5 represente une comparaison entre le score RSS des 
20 genes Va humains, la position dans le locus et le segment J utilise principalement. 

- la figure 6 represente un profil de rearrangement de la chaine 
TCRa humaine dans les lymphocytes du sang peripherique. Un exemple du profil de 
rearrangement TCRa d'un donneur est represente (PCR multiplex). Six oligo- 
nucleotides specifiques de Va ont ete selectionnes et utilises en combinaison avec 

25 neuf amorces specifiques de Ja (voir au-dessus de chaque piste). Cette analyse a ete 
effectuee avec trois ADNs additionnels obtenus a partir de lymphocytes de sang peri- 
pherique d'individus sains (age 25-55) et des resultats comparables ont ete obtenus. 
Les analyses PCR multiplex ont ete reproduites plusieurs fois pour chaque ADN. 
- la figure 7 illustre l'abondance relative des rearrangements V-Ja specifiques chez six 

30 sujets sains, determinee par analyse PCR genomique quantitative. Les rearrangements 
selectionnes sont les suivants : Val, 40, 41 et Ja56, 53, 41, 33, 10. Pour chaque rear- 
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rangement, le cycle, au cours duquel un produit est detecte, est indique. Trois ADN de 
thymus (A) provenant respectivement d'un enfant age de 6 jours, de 10 jours et de 3 
mois ainsi que des lymphocytes du sang peripherique (PBL) (B) provenant de six 
sujets sains ages de 25 a 55 ans ont ete analyses. La normalisation du contenu en ADN 
5 de chaque echantillon est realisee par amplification du gene domestique G3PDH. Les 
donnees presentees correspondent a celles obtenues a partir de trois experiences diffe- 
rentes qui ont conduit a des resultats similaires. Les resultats sont exprimes en nombre 
de cycles necessaires a 1 5 apparition du produit lie a un rearrangement specifique chez 
les differents sujets. Un nombre de cycles peu important implique la presence de 
10 quantites d'ADN plus importantes et ainsi plus de recombinaisons. 

- la figure 8 represente : 

en (A), la quantification des transcrits de TCRoc : PADNc, extrait a 
partir d'echantillons de lymphocytes du sang peripherique obtenus a partir de 10 sujets 
sains, a ete amplifie en utilisant des oligonucleotides de differentes families ADV en 

15 combinaison avec une amorce specifique du fragment constant de la chaine a (amorce 
AC). La courbe d' amplification illustree a la figure 8(A) est representative de Tun des 
10 echantillons analyses. Les resultats sont representes pour ADV1, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 
13, 16, 17, 19, 20, 22, 25, 26, 27, 30, 36, 38, 40, DV3. Les courbes correspondent au 
log de Pintensite de fluorescence en fonction du nombre de cycles. 

20 en (B), Pabondance relative des transcrits ADV-AC par PCR 

quantitative en temps reel : les families ADV sont indiquees uniquement par leur 
nombre, en relation avec le cycle au cours duquel le produit est detecte. 

Une comparaison entre quatre ADNc de lymphocytes du sang 
peripherique et un ADNc de thymus d'un enfant de 3 mois a ete etablie. 

25 On observe une frequence similaire de Pexpression des families Va 

dans les autres echantillons, les resultats obtenus etant reproductibles. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de l'objet de Pinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 



30 
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EXEMPLE 1 : Materiel et methodes 

- Nomenclature : 

Les nomenclatures pour les genes TRAV (Va) et les segments 
TRAJ (Ja) sont conformes a celles de la base IMGT ( http://imgtxmes.fr ), La carte 
5 detaillee des locus TCRAD humain et de souris sont accessibles sur le site IMGT a 
Fadresse suivante : 

http ://imgt.cines.fr/textes/IMGTre^ TRAm 
ap.html . 

Les sequences utilisees pour etablir chaque amorce ont ete extraites 
1 0 a partir de la base de donnees Genbank n° d'acces NG_001 332. 

- Extraction d'ADNg 

Un ensemble de precautions est a suivre pour preserver Pintegrite de 
l'ADN genomique (ADNg) notamment la taille, la purete, P absence de contamination 
en RNA et en sel. Le rendement d' amplification par PGR de long brin d'ADN est 
15 conditionne par ces criteres. Globalement, il faut respecter les precautions definies 
pour la purification de FADNg utilise pour la technique de transfert de type Southern 
(voir Sambrook J., Fritsch EF., Maniatis T. 1989. Molecular cloning. A laboratory 
manual. Second Edition. Cold Spring Harbor, New York, EUA). 

II faut eviter de vortexer PADNg, plus on le vortex et plus il se casse. 
20 - II faut preserver FADNg dans un tampon legerement basique (ex : TRIS 

10 mM ; pH entre 7,5 et 8,5) 

11 faut eviter de faire des pipetages brusques (casse l'ADN au niveau de la 
pointe du cone) 

L' ADNg est conserve a 4°C pour eviter sa degradation 
25 - En cas de conservation prolongee, mettre PADNg dans de Palcool. 

II est preconise un Kit d'extraction Quiagen : Genomic-Tip System. 
http://wYAYl.qiagen.con^ 
micTipSvstem/ 

Ce Kit permet de preserver des fragments d'ADN de Pordre de 150 

30 Kb. 

Le type de protocole d'extraction utilise par le Kit peut etre employe 
pour travailler sur differentes sources de cellules comme par exemple le sang, la 
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culture cellulaire, des cellules issues de tri cellulaire, des tissus (thymus, ganglions 
lymphatiques... liste non exhaustive). Dans le cas de tissus, avant de traiter avec le 
kit, 1) pour les tissus peu cohesifs (thymus, ganglions, ...) on tente d'individualiser les 
cellules par un traitement modere a la trypsine — EDTA, 2) pour les tissus hautement 
5 cohesifs (type muscle par exemple) on reduit en poudre le tissus par un traitement 
avec un pilon a froid en presence de neige carbonique. 

- Echantillons d'ADN : 

* Thymus 

L'ADN genomique humain de 3 thymus entiers, (un nourrisson de 
10 sexe feminin de 6 jours, deux nourrissons de sexe masculin de 10 et 90 jours) est 
extrait et amplifie comme decrit dans Gallagher et aL (28), la PGR multiplex et le 
Southern blot sont realises comme decrits dans Mancini et al. (27). 

* Cellules mononucleoses du sang peripherique (PBMC) 

Les cellules sont separees par gradient de densite de Ficoll. Les 
15 echantillons proviennent de sujets sains ages de 25 a 55 ans. Les ADNc sont extraits 
comme decrit dans Pernollet M. et aL. 

- PCR multiplex : 

Brievement, la PCR multiplex s'effectue a Paide d'amorces situees 
en amont de V et en aval de J (voir Tableau I ci-dessus) qui permettent d'amplifier 
20 jusqu'a 10 kb. Apres chaque reaction, la specificite des produits de PCR est verifiee 
par une hybridation de sondes V (SEQ ID NO:22~26) et J internes (SEQ ID NO :27- 
37) (voir Tableau II ci-dessus) et par analyse informatique de la distance de migration 
(Quantity One 4.2.1 Software-Biorad, France). 

Les amplifications sont realisees avec 1,3 unite par reaction de 
25 "expend high fidelity PCR system" (Roche Diagnostics, Meylan, France) dans les 
conditions suivantes : 

- Denaturation initiale 1-2 minutes a 94°C 

- 15 cycles successifs comprenant : une etape de denaturation : 5 a 
30 secondes a 90-94°C, une etape d'hybridation des amorces : 15-30 secondes a 58- 

30 62°C et une etape d'elongation : 14 a 20 minutes a 68-72°C et 

- 15 cycles successifs comprenant : une etape de denaturation : 5 a 
30 secondes a 90-94°C, une etape d'hybridation des amorces : 15-30 secondes a 58- 
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62°C et une etape d 5 elongation : 14 a 20 minutes a 68-72°C + 15-20 secondes 
additionnelles a chaque cycle supplemental et 

- 1 cycle final d'elongation de 10 minutes a 72°C. 
Alternativement, les conditions peuvent egalement etre les 

5 suivantes : 

- denaturation initiale de 5 min a 94°C, 

- 26 cycles successifs comprenant une etape de denaturation : 30 
secondes a 94°C ; une etape d'hybridation des amorces : 30 secondes a 58°C et une 
etape d'elongation : 10 minutes a 72°C et 

10 - un cycle final d'elongation de 10 minutes a 72°C. 

La normalisation de la quantite d'ADN dans chaque reaction est 
determinee par amplification d'un gene non soumis a rearrangement dans les memes 
cycles de PCR. L'efficacite des amorces est verifiee par dilution successive de la 
matrice (28). 

15 Toutes les amorces selectionnees (voir Tableau 1 : SEQ ID NO :1- 

21) presentent une efficacite d'amplification de 98 % permettant une comparaison 
relative directe. 

La separation des fragments d'ADN se fait par migration electro- 
phoretique (gel d'agarose, de polyacrylamide, separation en microcapillaires sur bioa- 

20 nalyseur AGILENT ou encore migration en champ pulse). 

La revelation peut etre realisee par les techniques suivantes qui ne 
sont pas limitatives : i) transfert de type Southern sur membrane de nylon et hybrida- 
tion de sondes marquees (radio isotopes ou fluorochromes), ii) utilisation d'une base 
marquee lors de T amplification et mesure de son incorporation directement dans le 

25 gel, iii) utilisation d'un agent marquant l'ADN (BET ou Cybergreen) lors de 
1' amplification ou encore iv) utilisation lors de l'amplification, d' oligonucleotides 
marques par des fluorocliromes ou autres moyens de revelation enzymatique (avidine- 
biotine, peroxydase). 

- Conception des amorces : 

30 Les amorces specifiques des segments de genes Va et Ja du locus 

TCRAD humain ont ete selectionnees pour leur specificite de sequences, comme 
precise ci-dessus, a l'aide du logiciel NTI Vector-8suite, Informax. L'hybridation non 
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specifique est verifiee sur Blast dans le site www.ensembl.org . Les amorces selection- 
nees correspondent a celles illustrees au Tableau I ci-dessus. 
Plus precisement : 

. pour les genes V : au niveau genomique, on retrouve les elements 
5 correspondant a une region regulatrice de type promoteur avant le gene, une region 
codant le peptide signal ou « leader » (Exon 1), un intron et une region codant la 
region variable (Exon 2) et une region RSS non traduite assurant la specificite spatiale 
des rearrangements. Ainsi, 1' amorce variable (V) est choisie pour s'hybrider a une 
region codante ou non, mais dans tous les cas en amont de la sequence RSS du 
10 geneV. 

. pour les genes J : l'amorce est choisie en aval (correspondant au 
3' du brin transcrit) du gene J a etudier ; il peut etre dans la region codante du gene J 
ou dans une region non codante entre deux genes J. 

- PCR quantitative en temps reel d' ADNg : 

1 5 Les reactions de PCR sont realisees sur un cycleur Light mettant en 

oeuvre le kit FastStart® a une unite/reaction (Roche Diagnostics). 

50 ng d'ADN est utilise pour chaque reaction et la quantite d'ADN 
entre les echantillons est normalisee par amplification du gene domestique G3PDH. 

Les conditions d' amplification pour les echantillons d'ADN sont les 
20 suivants : 94°C 10 minutes, puis 41 cycles (94°C 15 sec, 67°C 7 sec, 72°C 7 sec). 

La specificite du produit unique d' amplification est determinee par 
analyse de la courbe de fusion en accord avec les instructions du fabricant (Roche 
Diagnostics) et par migration sur gels d'agarose et determination de la taille d'un rear- 
rangement specifique. 

25 Chaque echantillon est analyse en triple, dans trois essais distincts. 

Les resultats sont exprimes en nombre de cycles (abondance rela- 
tive) pour un rearrangement specifique dans les differents echantillons d'ADN de 
thymus et de lymphocytes de sang peripherique analyses. 

- PCR quantitative en temps reel d' ADNc : 

30 L'ARN de thymus (enfants de 10 j et de 3 mois) et de 10 echantil- 

lons de lymphocytes du sang peripherique est isole en utilisant le kit d'isolement 
d'ARN RNeasy (Quiagen), en suivant les instructions du fabricant. 
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La transcription inverse est realisee a Paide du kit Superscript II 
RNase H" (Life Technologies), conformement au protocole suggere par le fabricant. 

Les ADNc de differentes reactions de synthese sont melanges et le 
meme echantillon est utilise pour toutes les PCRs. 
5 Des dilutions appropriees de chaque echantillon sont selectionnees 

pour fournir des taux equivalents de produit par normalisation avec le gene 
domestique G3PDH et le gene CD3. 

Les conditions d'amplification des echantillons d'ADNc sont les 
suivantes : 95°C 10 min 5 puis 47 cycles (95°C 15 sec, 70°C 10 sec, 72°C 15 sec). Pour 
10 amplifier specifiquement un maximum de membres de la famille du gene Va dans les 
memes conditions de PGR, la temperature d'hybridation a ete augmentee a des 
conditions plus stringentes. 

Selon les instructions du fabricant (Roche Molecular Biochemicals), 
l'efficacite d'amplification pour une reaction de PCR donnee est calculee comme 
1 5 suit : 

g = 20" 1/pente 

Le maximum d'efficacite possible pour une PCR est E = 2 : chaque 
produit de PCR est replique a chaque cycle et correspond a une pente de -3,3 
(2=10- IA3 ' 3 ). 

20 Dans les conditions experimentales selectionnees, toutes les reac- 

tions de PCR V-Ca presentent des pentes similaires de courbes d'amplification, de 
3,67 a 3,73, indiquant des efficacites de reaction comparables et fournissant un 
rendement moyen pour les reactions ADV-AC de 85-87 %. 

La specificite du produit unique d'amplification est etablie par 

25 analyse de la courbe de fusion, par migration en gels d'agarose et determination de la 
taille d'un rearrangement specifique et par sequen9age. 

Les courbes de fusion des produits de PCR sont determinees selon 
les instructions du fabricant (Roche Diagnostics). Chaque echantillon est analyse en 
triplicat, dans deux essais distincts. 



30 
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EXEMPLE 2 : Analyse de la region J humaine comparativement a son 
homologue murin (thymus) 

Des PCR multiplex (conditions de l'exemple 1) sont realisees en 
combinant des amorces d'un gene V individuel et 1 1 amorces differentes en aval de 
5 AJ (Jl, J5, J10, J18, J24, J29, J33, J41, J48, J53, J56) couvrant la region J, comme 
represents sur la figure 1. Chaque colonne correspond a une reaction de PCR indivi- 
duelle et chaque bande correspond a un rearrangement de V avec un segment J, lequel 
est indique en chiffre a gauche de chaque piste. 

Determination du nombre de segments J potentiels utilises dans 
10 les rearrangements V-J. 

Trois des six membres de la famille V8 humaine (V8.2 5 V8.4 et 
V8.6) respectivement situe a 701 , 653, et 569 kb du gene Ca, sont amplifies par la 
technique de PCR multiplex decrite ci-dessus, a l'aide des amorces precedemment 
definies. 

15 Les resultats representes sur la figure 1 montrent que les membres 

V8 humains rearrangent avec les segments J allant de Ja61 a Ja3. La totalite de la 
region J est done accessible a la recombinaison. 

Determination des segments de genes non fonctionnels. 
Les segments de genes non fonctionnels des loci de TCR sont ega- 
20 lement appeles "pseudogenes de rearrangement H . Le procede selon la presente inven- 
tion permet de caracteriser ces pseudogenes. Aussi bien chez la souris que chez 
rhomme certains segments ont ete identifies comme n'etant pas fonctionnels 
(pseudogenes). 

Chez la souris, 16 genes Ja sur 60 sont des pseudogenes (24, 29), 
25 tandis que chez rhomme jusqu'a present seulement les pseudogenes Ja51, 59 et 60 
avaient ete caracterises (25). 

Comme le montre la figure 1, cinq segments Ja humains supple- 
mentaires sont incapables de dormer un rearrangement avec des membres de la famille 
V8. Ces cinq segments Ja sont : Ja55, Ja25, Jal9, Ja2 et Jal. On observe la meme 
30 chose avec d'autres families V (figure 2). 

Par ailleurs, les genes de non rearrangement Ja46, 41, 36, 29, 20, 14, 
8 et 3 decrits chez la souris sont fonctionnels chez Phomme. La region Ja humaine 
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contient plus de segments Joe fonctionnels 5 capables de rearrangements, que la souris, 
ce qui implique un repertoire J plus diversifie. 

EXEMPLE 3 : Analyse qualitative des rearrangements V-J humains 

Quatre genes Va les plus distants de la region Ja (VI, V2, V3 et V5) 
5 et cinq genes Va proximaux a la region Ja (V26.2, V35, V38, V40 5 V41, situes entre - 
345 et -227 kb par rapport au gene Ca) ont plus particulierement ete etudies. 

La famille multigenique V8 est utilisee comme controle d'utilisation 
de la region J du fait qu'elle est situee au milieu du locus et qu'elle est composee des 
membres situes a -701, -653, -569 kb de la region Ca, 

10 Des amorces specifiques des genes V (voir Tableau I) sont utilisees 

en combinaison avec 7 amorces specifiques de la region Ja (53, 48, 41, 29, 18, 10 et 
5) (figure 2). Pour faciliter l'analyse, un seul gene V a la fois est soumis au rearran- 
gement avec la region Ja. 1/ etude est realisee dans les conditions de PCR multiplex de 
l'exemple 1 (voir egalement la figure 4). 

15 La figure 2 represente le profil de rearrangement des genes V pris 

individuellement avec la region Ja. Celle-ci permet de constater que les genes V 
proximaux par rapport a la region Ja se rearrangent principalement avec les genes J en 
5' les plus proximaux (V26.2, V 35, V38, V40 et V41 avec les segments Ja53, Ja48, 
Ja41, Ja29). 

20 Ces resultats montrent egalement que les genes V distaux par 

rapport a la region Ja se rearrangent principalement avec les segments Ja situes au 
centre et dans la partie 3 5 de cette region. 

Le gene V8 controle permet de verifier que la recombinaison est 
homogene quelle que soit la region Ja. La figure 4 montre les recombinaisons obte- 
25 nues avec les amorces SEQ ID NO:5 et 13 et la sonde de detection SEQ ID NO :29. 

Les rearrangements V-J sont done dependants de la localisation des 
segments sur les chromosomes et chaque gene V se rearrange avec une quantite 
restreinte de segments J. 

EXEMPLE 4 : Analyse quantitative des rearrangements V-J humains 

30 Les rearrangements V-J peuvent, dans les conditions de Pexemple 1, 

etre analyses de facpon quantitative a l'aide d'une quantification relative de Pintensite 
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de chaque bande d'ADN correspondants aux differents rearrangements, en utilisant un 
imageur et un logiciel adapte tel que le Quantity-One (Biorad). 

La figure 3a presente une representation matricielle du repertoire V- 
Ja humain. L'axe Z presente 1' integration de Pintensite relative des rearrangements 
5 detectes, l'axe J represente l'ordre d 5 analyse des segments et l'axe V represente les 
genes V etudies allant de la zone proximal a la zone distale. 

On constate sur cette figure que les genes situes entre V41 et V26.2 
(situe a 345 kb du locus TCRD) rearrangent 3 a 7 fois plus que ceux compris entre V5 
et VI situes respectivement a 798 et 925 kb. Concernant la region J, les genes en 5' 
10 les plus proximaux se rearrangent 3 a 7 fois plus que les genes distaux. Enfin, la 
famille multigenique V8 se combine a frequence egale avec 1' ensemble des segments 
de genes J, quelle que soit leur position, confirmant 1'hypothese que les rearrange- 
ments sont fonction de la position des genes sur le locus. 

La figure 3b represente pour les genes V (a gauche) et les genes J (a 
15 droite) Putilisation globale de chacun des segments. 

EXEMPLE 5 : Repertoire TCRoc des lymphocytes T peripheriques humains. 

Pour determiner les profils de recombinaison des genes TCRa des 
lymphocytes T peripheriques, une approche similaire a celle mise en oeuvre pour le 
thymus est utilisee (voir exemple 2). 
20 Six genes de la famille Va ont ete selectionnes (TRAV) repartis 

dans la region distale du locus (VI et V2), dans la region centrale du locus (V8) et 
dans la region proximale du locus (V38, V40 et V41). 

Leurs profils de rearrangement en utilisant neuf amorces Ja ont ete 

etudies. 

25 L'analyse a ete realisee sur quatre echantillons independants, 

provenant de quatre individus sains (de 25 a 55 ans), 

Les resultats obtenus indiquent que les profils de recombinaison du 
locus TCRAD sont remarquablement similaires chez les differents individus sains. 
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TABLEAU IV 

Donnees de la PCR multiplex sur quatre echantillons d' ADNs obtenus a partir de 
lymphocytes du sang peripherique de sujets sains (PBL1 a PBL4) 



V/J 




DO 


DO 








on 


24 


•4 0 


c 
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ND 
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+ 
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+ 




+ 




PBL 3 


- 


- 


ND 


- 


+ 


+ 


+ 


+ 


- 


+ 
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5 

Les resultats obtenus montrent que la « regie » de proximite 
observee dans le thymus s 5 applique egalement. 
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Le profil de rearrangement d'un echantillon de lymphocytes (parmi 
les quatre echantillons analyses) est represents a la figure 6. 

En parti culier, les genes Voc les plus proximaux (V38, V40 et V41) 
sont principal ement rearranges avec les genes Joe proximaux. 
5 La famille multigenique V8, localisee au milieu du locus Va est 

rearrangee de maniere egale avec tous les segments Joe du locus. 

Les genes Va distaux (VI et V2) sont rearranges de preference avec 
la partie centrale et 3 5 ainsi qu'avec les genes Joe les plus pres. 

Chez certains individus, on observe des differences discretes dans 
10 leurs profils combinatoires (voir Tableau V). Par exemple, les rearrangements impli- 
quant V1-J41, V2-J41 et V2 avec les genes J les plus eloignes ou pour les Va les plus 
proximaux, les rearrangements impliquant V40-J56, J29 et V41-J53, J24, ne sont pas 
toujours detectes, en comparaison avec le thymus. 

Cependant, ces differences n'affectent pas les regies combinatoires 
15 generates et confirment la similarite des profils entre individus sains. 

- Analyse des frequences des rearrangements specifiques dans 
differents echantillons d'ADN de lymphocytes T peripheriques humains : 

Alors que les profils de recombinaison sont similaires dans le 
thymus et les lymphocytes peripheriques, les profils PCR multiplex montrent des 
20 frequences de rearrangement differentes pour des combinaisons specifiques. 

Pour analyser ces differences de maniere plus precise, une PCR 
quantitative en temps reel effectuee a partir d' ADNg a ete developpee. 

Les rearrangements ont ete analyses sur de PADN obtenu a partir de 
lymphocytes peripheriques de six sujets sains, incluant les trois des quatre echantillons 
25 testes en PCR multiplex, ainsi que les trois ADN thymiques testes en PCR multiplex. 

Ont ete plus particulierement etudies, les rearrangements V 1 , V40 et 
V41 en combinaison avec les genes proximaux J56 et J53, les genes centraux J41 et 
J33 et le gene distal J10. 

Les resultats sont illustres a la figure 7 et sont exprimes en nombre 
30 de cycles pour V apparition du produit de chaque rearrangement, le premier produit a 
apparaitre etant le plus abondant. 
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A partir de ces resultats, les observations suivantes peuvent etre 

• faites : 

- quelques combinaisons V-Ja ne sont pas detectables par les 
analyses PCR effectuees, sans doute en raison du fait qu'elles sont peu frequentes 

5 (V1-J56, V1-J53, V40-J10 et V41-J10). Ce resultat confirme le profil combinatoire 
deja observe (voir figures 2 et 6) qui depend des positions reciproques des genes Voc 
et Ja dans le locus et implique, pour tous les ADNs testes, une combinaison Va 
proximal-Ja proximal et Va distal-Ja distal. 

- les rearrangements sont quantitativement legerement moins 
10 importants dans les cellules de la peripherie par rapport au thymus (figures 7A et 7B), 

En particulier, les rearrangements proximaux V-Ja, tels que V40- 
J56 ou V41-J56 et V41-, V40-J53 sont faiblement trouves dans l'ADN des lympho- 
cytes testes (8 a 64 fois moins important), par rapport a ce que Ton trouve dans le 
thymus. 

15 Ces differences peuvent etre expliquees de plusieurs manieres : 1) le 

nombre different de cellules T entre le thymus et le sang peripherique ; 2) la contribu- 
tion des rearrangements sur les cercles d 5 excision qui pourrait etre amplifiee dans le 
thymus, est diluee dans les cellules T peripheriques ; 3) l'occurrence de rearrange- 
ments secondaires dans le thymus ou des evenements de revision des recepteurs a la 

20 peripherie, qui pourrait remplacer les rearrangements proximaux par la jonction des 
segments V-Ja plus distaux ; 4) des evenements de selection negative. 

- quelques combinaisons, telles que V1-J33 sont favorisees a la 
peripherie (haute frequence = nombre de cycles faible) chez tous les individus testes. 

- On peut egalement identifier des expansions/contractions de 
25 rearrangements specifiques chez certains individus : V40-J41, V1-J41, V1-J10, V41- 

J41 5 V41-J33, V40-J33. 

D'autres rearrangements, tels que V41-J41 ne sont pas retrouves 
chez certains individus et refletent vraisemblablement un evenement de selection 
negative. 

30 Ces resultats montrent qu'alors que le profil de recombinaison est 

quantitativement similaire parmi les differents echantillons de thymus, on observe une 
plus grande heterogeneite parmi les echantillons de lymphocytes T peripheriques. 
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Cette divergence parmi les individus est reliee a differents evene- 
ments tels que la selection thymique, les expansions de certains clonotypes induits par 
une reponse immune ou des forces de maintien de Thomeostasie. 

- Frequence des transcrits de la famille V chez plusieurs individus : 

Des essais anterieurs (48), mettant en oeuvre une analyse semi- 
quantitative du gene Voc ont montre un biais en terme d' expression preferentielle de 
certains segments Voc sur les cellules CD4+ ou CD8+. 

Cependant, une analyse fine de la prevalence de certaines families 
Va specifiques n'a pas ete etablie en raison de 1' absence de reactifs Va specifiques. 

Pour surmonter ce probleme, une analyse PCR quantitative en temps 
reel a ete developpee. 

Des amorces specifiques ont ete selectionnees (pour 26 sur les 34 
families Va), ce qui permet une couverture d'environ 77 % des families. L'efficacite 
obtenue, due au choix des amorces effectue, a permis de comparer les frequences 
d'expression des families Va chez differents individus. 

Le Tableau V represente les amorces mises en oeuvre pour mesurer 
la frequence des transcrits de la famille V. 

TABLEAU V 



Primer 


Sequence 5'- 3' 


hTRAV 1b 


GCAACATGCTGGCGGAGCACCCAC(SEQ ID NO:46) 


hTRAV 2b 


ATG G CTTTG C AG A G C ACTCTG G (SEQ ID NO:47) 


hTRAV 3c 


GCCTCTGCACCCATCTCGA (SEQ ID NO:48) 


hTRAV 5b 


GAGGATGTGGAGCAGAGTCTTTTC (SEQ ID NO:49) 


hTRAV 6 


CGGCCACCCTGACCTGCAACTATA (SEQ ID NO:50) 


hTRAV 7C 


GGGACCCCAGCAGGGAGACGTTGCC (SEQ ID NO:51) 


hTRAV 8-1 


ATGCTCCTGTTGCTCATACCAGTG (SEQ ID NO:52) 


hTRAV 9-2 


CCTGAAAGCCACGAAGGCTGATGA(SEQ ID NO:53) 


hTRAV 10C 


GCATCTGACGACCTTCTTGGT (SEQ ID NO:54) 


hTRAV 12-b 


CCATGATGCGGGGACTGGAGTTGC (SEQ ID NO:55) 


hTRAV 13-1 


CATTCGTTCAAATGTGGGCGAAAA(SEQ ID NO:56) 


hTRAV 14c 


CAGAAGATAACTCAAACCCAACCA(SEQ ID NO:57) 


hTRAV 16b 


AGAGTGACTCAGCCCGAGAAG(SEQ ID NO:58) 


hTRAV 17 


CCGGGCAGCAGACACTGCTTCTTA (SEQ ID NO:59) 


hTRAV 19 


TCGTCGGAACTCTTTTGATGAGCA (SEQ ID NO:60) 


hTRAV 20 


GTCTTGTGGCTTCAGCTTGGC (SEQ ID NO:61) 


hTRAV 21 


TGCCTCGCTGGATAAATCATCAGG (SEQ ID NO:62) 


hTRAV 22D 


GGGAGCTCTGCTGGGGCTCTTGAG (SEQ ID NO:63) 


hTRAV 24B 


GCAGCTTCCCTTCCAGCAAT (SEQ ID NO:64) 


hTRAV 25 


GGAGAGGACTTCACCACGTACTGC (SEQ ID NO:65) 


hTRAV 26/DV7B 


GGCTGGTGGCAAGAGTAACTG (SEQ ID NO:66) 
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hTRAV 27 


CACTGCGGCCCAGCCTGGTGATAC (SEQ ID NO:67) 


hTRAV 29B 


CAGCAAGTTAAGCAAAATTCACCA(SEQ ID NO:68) 


hTRAV 30c 


GCCGTGATCCTCCGAGAAGGGG (SEQ ID NO:69) 


hTRAV 34 


TGATGATGCTACAGAAAGGTGGGG(SEQ ID NO:70) 


hTRAV 35 


G GCTG G G A AGTTTG GTGATATAGTGTC (SEQ ID NO:71) 


hTRAV 36/DV7 


ATGATGAAGTGTCCACAGGCT(SEQ ID NO:72) 


hTRAV 38 


AGCAGCCAAATCCTTCAGTCTCAA(SEQ ID NO:73) 


hTRAV 40 


AAGACAAAAACTCCCCCATTGTGAAATA(SEQ ID 
NO:74) 


hTRDV 3 


CAGAGTTCCCCGGACCAGAC (SEQ ID NO:75) 



Les resultats de la PGR quantitative sont exprimes en terme de 
nombre de cycles pour l' apparition d'un produit donne pour chaque famille V-Ca. 

L'ordre d'apparition des differents produits V-Ca correspond a leur 
5 abondance relative dans PADNc considere de Pechantillon, le transcrit le plus abon- 
dant etant detecte en premier, 

Une courbe d' amplification representative d'un ADNc de lympho- 
cytes T peripheriques normaux, obtenus a partir de 1 0 individus, est representee a la 
figure 8A. 

10 Les donnees indiquent que les families Va humains ne sont pas 

exprimees au meme taux dans des lymphocytes T lors de la selection au niveau du 
thymus et dans des lymphocytes T peripheriques matures ; ces donnees montrent 
egalement que la frequence de P expression de Va chez des sujets d'especes diffe- 
rentes et avec differents types de CMH, sont neanmoins similaires (figure 8B). 

15 Par l'analyse des frequences du gene Va, on peut ainsi identifier un 

profil d 5 expression des families ADV. 

Si Ton considere qu'une difference maximum dans Pefficacite 
d'amplification est de 2 % par cycle parmi les differentes combinaisons V-Ca, sur par 
exemple 30 cycles d'amplification, ceci implique qu'il peut y avoir un cycle de 

20 difference dans la mesure des differents produits. 

On peut ainsi definir plusieurs groupes : 

. groupe 1 : apparition au l er ou au 2 6me cycle (expression impor- 
tante) : Va21, 13,38, 19 et 17. 

. groupe 2 : expression 4 a 16 inferieure a celle du groupe 1 : Va27 5 
25 26, 16, 5, 36, 29, 10, 20, 30, 6, 25, 24. 



WO 2005/056828 



PCT/FR2004/003115 



Quelques families Va, telles que VI, V2, V3 et V8 peuvent se 
retrouver dans le groupe 1 ou le groupe 2 selon les individus. 

. groupe 3 : genes toujours exprimes faiblement (plus de 5 cycles de 
difference, avec le gene le plus exprime) : Va7, 14, 22, 40, 34 et 25. 
5 Pour evaluer a quel niveau 1' expression Va est etablie, une analyse 

complementaire a ete realisee sur de l'ADN de thymus. On observe dans le thymus 
(voir figure 8B) le meme profil que dans les lymphocytes T peripheriques, a 
l'exception de V40 qui semble plus exprime dans le thymus. 

Ces differences de taux d'expression des families Va ajoute un biais 
10 supplemental dans la generation des repertoires TCR et montre l'interet du procede 
selon l'invention, dans lequel c'est l'analyse de l'appariement V/J en tant que tel qui 
est effectuee. 
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REVENDICATIONS 

1°) Precede devaluation quantitative d'un rearrangement ou d'une 
recombinaison, genetique ciblee d'un individu, lequel precede est caracterise en ce 
qu'il comprend au moins : 
5 (a) l'extraction de FADN genomique humain, a partir d'un echan- 

tillon biologique, 

(b) 1' amplification d'un segment dudit ADN genomique, de taille 
comprise entre quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, par 
PCR multiplex,en presence : 

10 * d'un ou plusieurs couples d'amorces, selectionnees de maniere a 

repondre aux caracteristiques suivantes : 

- au moins l'une desdites amorces de 1'un desdits couples d'amorces, 

s'hybride en amont et/ou a l'extremite 5' d'un gene Vx a amplifier, susceptible 

d'intervenir dans ledit rearrangement genetique ; 
15 - au moins l'autre desdites amorces de l'un desdits couples 

d'amorces s'hybride en aval et/ou a l'extremite 3' d'un gene Jy a amplifier, suscep- 
tible d'intervenir dans ledit rearrangement genetique ; 

* et d'une ADN polymerase ou d'un melange d'ADN polymerases 

permettant 1' amplification de segments d'ADN genomique de taille comprise entre 
20 quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, de preference de 

taille superieure a 10 kb et ayant une activite de correction permettant d'ameliorer 

sensiblement 1' elongation ; 

ladite amplification comprenant outre l'etape de denaturation 

initiale, des cycles des cycles de denaturation, d'hybridation et d'elongation et, dans 
25 lesquels les etapes d'elongation sont effectuees au moins pendant 10 minutes a 68°C- 

72°C ; 

(c) la separation des fragments d'ADNg amplifies et 

(d) la detection des segments rearranges ou recombines. 

2°) Precede d' evaluation quantitative du repertoire immunitaire d'un 
30 individu par rearrangement genetique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend : 
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(a) P extraction de PADN genomique humain, a partir d'un echan- 

tillon biologique, 

(b) ramplification d'un segment dudit ADN genomique, de taille 
comprise entre quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb, par 

5 PCR longue multiplex, en presence : 

* d'un ou plusieurs couples d' amorces, selectionnees de maniere a 
repondre aux caracteristiques suivantes : 

- au moins Tune desdites amorces de l'un desdits couples d'amorces, 
denommee amorce V, s'hybride de maniere specifique avec une region situee en 

10 amont de la sequence RSS d'un gene Vx a amplifier, correspondant a un segment V 
du domaine variable de la chaine a d'un recepteur des cellules T (TCRAD) ; 

- au moins Tune desdites amorces de l'un desdits couples d'amorces, 
denommee amorce J s'hybride de maniere specifique avec une region situee en aval 
de la sequence RSS d'un gene Jy a amplifier, avec Pextremite 3' dudit gene Jy a 

1 5 amplifier ou dans ledit gene Jy a amplifier, correspondant a un segment J de la chaine 
a d'un recepteur des cellules T ; 

* et d'une ADN polymerase ou d'un melange d'ADN polymerases 
permettant P amplification de segments d'ADN genomique de taille comprise entre 
quelques centaines de paires de bases et plusieurs dizaines de kb et ayant une activite 

20 de correction permettant d'ameliorer sensiblement P elongation ; 

ladite amplification comprenant outre Petape de denaturation 
initiale, des cycles de denaturation, d'hybridation et d'elongation et, dans lesquels les 
etapes d'elongation sont effectuees au moins pendant 10 minutes a 68°C-72°C ; 

(c) la separation des fragments d'ADNg amplifies et 
25 (d) la detection des segments V(D)J recombines. 

3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce qu'a Petape (b) d' amplification, la selection des amorces est effectuee : 

- par analyse systematique de Pensemble du locus concerne et 
notamment du locus TCRAD humain a Paide d'un logiciel convenable, 

30 - selection des amorces dont Pextremite 3 'OH est complementaire 

uniquement de la region d'interet, 
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- elimination des amorces formant des auto-dimeres ou des epingles 
a cheveux stables, notamment par une analyse avec un logiciel convenable et 

- elimination des couples d 5 amorces formant des hy brides entre eux. 
4°) Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que les 

5 amorces V et J des couples d 5 amorces V/J sont selectionnees dans le groupe constitue 
par les amorces de sequences SEQ ID NO : 1-21 . 

5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, carac- 
terise en ce que Petape (b) d'amplification met avantageusement en ceuvre des 
amorces supplementaires pour amplifier en outre au moins Tun des segments 
10 suivants : segments D, segments V et J des chaines TCR P, y, 5 et eventuellement 
segments des chaines des immunoglobulines. 

6°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu'a Petape (b) d'amplification, la reaction de PCR longue multiplex 
(LPCR) est effectuee apres purification de PADN ou directement sur un lysat 
1 5 cellulaire. 

7°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 6, carac- 
terise en ce qu'a Petape (b) d'amplification, les etapes d'elongation sont incrementees 
de 15-20 secondes par cycle supplemental d'elongation. 

8°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, carac- 

20 terise en ce que Petape (c) de separation des fragments d'ADN amplifies est effectuee 
par migration electrophoretique sur gel, de preference en champ pulse. 

9°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, carac- 
terise en ce que Petape (c) de separation des fragments d'ADN amplifies est effectuee 
par separation en microcapillaire. 

25 10°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 9, 

caracterise en ce que Petape (d) de detection peut etre avantageusement realisee par 
transfer! de type Southern des produits amplifies sur membranes de nylon, suivi d'une 
revelation apres hybridation avec une ou plusieurs sondes nucleotidiques marquees 
avec un isotope radioactif ou un fluorochrorne 

30 11°) Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que les 

sondes sont avantageusement selectionnees dans le groupe constitue par les sequences 
SEQ ID NO:22-37. 
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12°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que Fetape (d) de detection peut etre avantageusement realisee par 
utilisation d'une base marquee (par un isotope radioactif ou un fluorochrome) lors de 
F amplification puis par mesure de son incorporation directement dans le gel. 
5 13°) Precede selon Fune quelconque des revendications 1 a 9, 

caracterise en ce que Fetape (d) de detection peut etre avantageusement realisee par 
utilisation d'agent marquant FADN lors de la migration, et detection apres excitation 
aux UV ou autre longueur d'onde appropriee 

14°) Precede selon Fune quelconque des revendications 1 a 9, 
10 caracterise en ce que Fetape (d) de detection peut etre avantageusement realisee par 
utilisation d'amorces marquees par des fluorochromes ou autres moyens de revelation 
enzymatiques lors de F amplification. 

15°) Precede de suivi d'un traitement d'une pathologie dans laquelle 
le repertoire immunitaire est initialement modifie, chez un sujet concerne, lequel 
1 5 precede est caracterise : 

- en ce qu'il met en oeuvre le precede devaluation du repertoire 
immunitaire, selon Fune quelconque des revendications 1 a 14, en debut de traitement, 

- en ce que ledit precede d' evaluation est reitere a differentes phases 

du traitement et 

20 - en ce que le profil du repertoire immunitaire, obtenu a chaque fois, 

est compare a celui d'un repertoire immunitaire standard, et ce afin d'evaluer la 
reponse dudit sujet audit traitement. 

16°) Precede de mesure du repertoire des recepteurs des antigenes 
au cours des differentes phases d'une pathologie dans laquelle le repertoire immuni- 

25 taire est modifie, chez un sujet concerne, lequel precede est caracterise : 

- en ce qu'il met en oeuvre le precede devaluation du repertoire 
immunitaire, selon Fune quelconque des revendications 1 a 14 a differentes phases de 
la pathologie et 

- en ce que le profil du repertoire immunitaire obtenu a chaque fois 
30 est compare a celui d'un repertoire immunitaire standard, et ce afin d'evaluer 

F evolution de ladite pathologie. 
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17°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, 
caracterise en ce que l'echantillon biologique est constitue de lymphocytes T de 
n'importe quelle origine. 

18°) Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que lesdits 
5 lymphocytes T sont selectionnes dans le groupe constitue par des cellules thymiques, 
des lymphocytes T du sang peripherique, des lymphocytes T d'autres organes 
lymphoi'des, des lymphocytes T de differents organes et des lymphocytes T, issus de 
tumeurs ou de sites inflammatoires. 

19°) Kit devaluation quantitative du repertoire immunitaire d'un 
10 individu, caracterise en ce qu'il comprend outre les tampons et reactifs usuels pour 
mettre en reuvre une PGR, des amorces et des sondes telles que definies aux revendi- 
cations 4 et 11. 

20°) Amorces susceptibles d'etre mises en oeuvre dans un procede 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, caracterisees en ce qu'elles sont 
1 5 selectionnees dans le groupe constitue par les amorces oligonucleotidiques repondant 
aux sequences SEQ ID NO :1-2L 

21°) Sondes de detection susceptibles d'etre mises en oeuvre dans un 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, caracterisees en ce qu'elles 
sont selectionnees dans le groupe constitue par les sondes oligonucleotidiques de 
20 sequences SEQ ID NO:22~37. 

22°) Utilisation des amorces d' amplification et des sondes de 
detection selon les revendications 20 et 21, pour revaluation quantitative du repertoire 
immunitaire d'un individu. 
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0263-103-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
INSERM 

MARCH E, Patrice 
jouvin-marche, Evelyne 
pasqual, Nicolas 

<120> PROCEDE D 1 EVALUATION QUANTITATIVE D 1 UN REARRANGEMENT OU D 1 UNE 
RECOMBINAISON GENETIQUE CIBLEE D 1 UN INDIVIDU ET SES APPLICATIONS 

<130> BLO/clg-F0263/103 

<150> FR 0314289 
<151> 2003-12-05 

<160> 75 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 1 

ggtcgttttt cttcattcct tagtcg 26 

<210> 2 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

Page 1 
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<223> amorce PCR 

<400> 2 

tctcttcatc gctgctcatc ctcc 

<210> 3 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 3 

tccccttccc attttccact eg 

<210> 4 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 4 

gcacttacac agacagctcc tccacc 

<210> 5 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 5 

caggaggaac cagagcccag tc 

<210> 6 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



0263-103-SEQ.ST25 



24 



22 



26 



22 



Page 2 
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<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 6 

tggagtaggg cagggaggac agt 

<210> 7 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 7 

ggctgggaag tttggtgata tagtgtc 

<210> 8 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 8 

agcagccaaa tccttcagtc tcaa 

<210> 9 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 9 

aagacaaaaa ctcccccatt gtgaaata 

<210> 10 

<211> 28 
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23 



27 



24 



28 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 10 

gccctcctga aaatgtgtaa agaaatgt 28 

<210> 11 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 11 

cttcccccac tcccttcaaa cttac 25 

<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 12 

agcacttgac ggcagcagca 20 

<210> 13 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 13 

tgccccgaga cctgataacc aa 22 
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<210> 14 

<211> 2 5 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 14 

tcagaacaag ctggaggcaa ctagg 25 

<210> 15 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 15 

ggaatagaaa gcgactcact caccagg 27 

<210> 16 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 16 

ccacttttag ctgagtgcct gtccc 25 

<210> 17 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
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<400> 17 

ctgtctctgc aatgatgaaa tggcc 25 

<210> 18 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 18 

ggaaactctg ggcatgggca g 21 

<210> 19 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 19 

actgggcagg agattcggtt at 22 

<210> 20 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 20 

cgccccagat taactgatag ttgct 25 

<210> 21 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 21 

atactaaggg caggtgaggc tcca 

<210> 22 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 22 

tcgtttttct tcattcctta gtcg 

<210> 23 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 23 

atgaaacaag accaaagact cactg 

<210> 24 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 24 

tgacccagct tgacagcca 

<210> 2 5 
<211> 22 
<212> DNA 



PCT/FR2004/003115 

0263-103-SEQ.ST25 

24 



24 



25 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 
<400> 2 5 

ggcaatcgct gaagacagaa ag 22 

<210> 26 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 26 

gagaacaggt gtaagtgccg cc 22 

<210> 27 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 27 

ttggattcac ggttaagaga gttc 24 

<210> 28 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 
<400> 28 

tccagtccca aaggttaatt tctc 24 
<210> 29 
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<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 29 

ccgaagttga gtgcataccc g 

<210> 30 

<211> 2 5 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 30 

caaaatcaag gatggctaga aacac 

<210> 31 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 31 

cttccaaagt atagcctccc cag 

<210> 32 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 32 
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21 



25 



23 
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ggtgagtttg tttcctcctc cc 22 

<210> 33 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> sonde 

<400> 33 

cccaaaagta agtgctctcc tgcc 24 

<210> 34 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> sonde 

<400> 34 

cggggagaag tggaaactct gg 22 

<210> 35 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> sonde 

<400> 3 5 

tcagagttat tccttttcca aatg 24 

<210> 36 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
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<223> sonde 
<400> 36 

cgccccagat taactgatag ttgct 25 

<210> 37 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sonde 

<400> 37 

ggtccctgct ccaaactgc 19 

<210> 38 

<211> 50 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 

<400> 38 

cttgagagat gctgctgtgt actactgcat cctgagagac gggggggggg 50 

<210> 39 

<211> 65 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 

<400> 39 

ccttttgagg agctccagat gaaagactct gcctcttacc tctgtgctgt gaggaatggg 60 

ggggg 65 

<210> 40 
<211> 41 
<212> DNA 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 
<400> 40 

gcgatgtatt tctgtgctta catgagcccg gggggggggg g 41 

<210> 41 

<211> 328 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 
<400> 41 

tattctgtat ctgatgatgt ctttgagaac aggtgtaagt gccgccaaaa atgaagtgga 
gcagagtcct cagaacctga ctgcccagga aggagaattt atcacaatca actgcagtta 
ctcggtagga ataagtgcct tacactggct gcaacagcat ccaggaggag gcattgtttc 
cttgtttatg ctgagctcag ggaagaagaa gcatggaaga ttaattgcca caataaacat 
acaggaaaag cacagctccc tgcacatcac agcctcccat cccagagact ctgccgtcta 
catctgtgct gtcagagggg gggggggg 

<210> 42 

<211> 44 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 

<400> 42 

actcagccgt gtactactgt cttctgggag atgggggggg gggg 44 

<210> 43 

<211> 162 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



60 
120 
180 
240 
300 
328 
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<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 

<400> 43 

acctggagca ggtctccagc ttgctgacgt atattttttc aaatatggac atgaaacaag 60 
accaaagact cactgttcta ttgaataaaa aggataacat ctgtctctgc gcattgcaga 120 
cacccagact ggggactcag ctatctactt ctgtgcagag ag 162 

<210> 44 

<211> 215 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 
<220> 

<221> mi sc__f eature 

<222> (22).. (22) 

<223> N= A,T,G ou C 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (80). .(82) 

<223> N= A ,T, G ou C • 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (89). .(90) 

<223> N= A,T,G OU C 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (146). .(146) 

<223> N= A,T,G OU C 



<220> 
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<221> mi sc_f eature 
<222> (156). .(156) 
<223> N= A ,T, G. OU C 



<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (160).. (160) 

<223> N= A , T, G ou C 



<220> 

<221> mi sc^feature 

<222> (179) . . (179) 

<223> N= A,T,G ou C 



<220> 

<221> mi sc„f eature 

<222> (186).. (186) 

<223> N= A ,T , G OU C 



<400> 44 

actactcatc gtctgtttca cngtatctct tctggtatgt gcaatacccc aaccaaggac 60 

tccagcttct cctgaagtan nnatcaggnn ccaccctggt taaaggcatc aacggttttg 120 

aggctgaatt taacaagagt gaaacntcct tccacntgan gaaaccctca gcccatatna 180 

gcgacncggc tgagtacttc tgtgctgtga gtgat 215 

<210> 45 

<211> 163 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> sequence amplifiee par PCR 
<400> 45 

acctggagca ggtctccagt tgctgacgta tattttttca aatatggaca tgaaacaaga 60 
ccaaagactc actgttctat tgaataaaaa ggataaacat ctgtctctgc gcattgcaga 120 
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0263-103-SEQ.ST25 
cacccagact ggggactcag ctatctactt ctgtgcagag agt 

<210> 46 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 46 

gcaacatgct ggcggagcac ccac 

<210> 47 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 47 

atggctttgc agagcactct gg 

<210> 48 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 48 

gcctctgcac ccatctcga 

<210> 49 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 
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<223> amorce PCR 
<400> 49 

gaggatgtgg agcagagtct tttc 24 

<210> 50 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 50 

cggccaccct gacctgcaac tata 24 

<210> 51 

<211> 2 5 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 51 

gggaccccag cagggagacg ttgcc 25 

<210> 52 

<2U> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 52 

atgctcctgt tgctcatacc agtg 24 

<210> 53 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 53 

cctgaaagcc acgaaggctg atga 

<210> 54 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 54 

gcatctgacg accttcttgg t 

<210> 5 5 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 55 

ccatgatgcg gggactggag ttgc 

<210> 56 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 56 

cattcgttca aatgtgggcg aaaa 

<210> 57 

<211> 24 
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24 



24 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 57 

cagaagataa ctcaaaccca acca 24 

<210> 58 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 58 

agagtgactc agcccgagaa g 21 

<210> 59 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 59 

ccgggcagca gacactgctt ctta 24 

<210> 60 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 60 

tcgtcggaac tcttttgatg agca 24 
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<210> 61 
<2U> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 61 

gtcttgtggc ttcagcttgg c 21 

<210> 62 

<2U> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 62 

tgcctcgctg gataaatcat cagg 24 

<210> 63 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 63 

gggagctctg ctggggctct tgag 24 

<210> 64 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
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<400> 64 

gcagcttccc ttccagcaat 20 

<210> 65 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 

<400> 65 

ggagaggact tcaccacgta ctgc 24 

<210> 66 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 66 

ggctggtggc aagagtaact g 21 

<210> 67 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 67 

cactgcggcc cagcctggtg atac 24 

<210> 68 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> amorce pcr 
<400> 68 

cagcaagtta agcaaaattc acca 

<210> 69 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 69 

gccgtgatcc tccgagaagg gg 

<210> 70 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 70 

tgatgatgct acagaaaggt gggg 

<210> 71 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 71 

ggctgggaag tttggtgata tagtgtc 

<210> 72 
<211> 21 
<212> DNA 
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24 



27 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 72 

atgatgaagt gtccacaggc t 21 

<210> 73 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 73 

agcagccaaa tccttcagtc tcaa 24 

<210> 74 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 74 

aagacaaaaa ctcccccatt gtgaaata 28 

<210> 75 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 75 

cagagttccc cggaccagac 20 
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